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I. RESUMEN 
 
La leucemia es un tipo de cáncer que consiste en la desregulación de los procesos 
biológicos de las células derivadas de la médula ósea, tanto de linaje linfoide y mieloide. 
En nuestro país representa un serio problema de salud pública debido a su alta morbilidad 
y  mortalidad especialmente en jóvenes. Se sabe que las terapias convencionales contra 
este tipo de cáncer son costosas, riesgosas, e inespecíficas, además los pacientes 
desarrollan altos porcentajes de resistencia, la cual está relacionada con características 
propias de las células  malignas, entre ellas la evasión a la muerte celular inducida por las 
terapias convencionales. Recientes investigaciones muestran que las nanopartículas de oro 
(AuNP) y el quitosano poseen actividades biológicas importantes, como lo es un potencial 
efecto antitumoral. En esta tesis se sintetizaron y caracterizaron nanopartículas de oro 
cubiertas con quitosano (AuNP qts), se analizó su efecto sobre la muerte celular de dos 
líneas celulares leucémicas: k562, leucemia mieloide crónica y Jurkat, leucemia linfoide 
aguda, utilizando como control células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Se 
evaluó la permeabilización de la membrana celular, exposición de fosfatidilserina, 
morfología de las células, ciclo celular, potencial de membrana mitocondrial, producción 
de especies reactivas de oxígeno, expresión de proteínas pro apoptóticas y  respuesta a 
inhibidores de caspasas. Los resultados obtenidos muestran que las AuNP qts poseen un 
efecto citotóxico dependiente de tiempo y dosis en las células leucémicas, y una baja 
toxicidad en células sanas (PBMC).  El mecanismo de muerte en células leucémicas 
inducido por AuNP cubiertas con quitosano (AuNP qts) involucra la pérdida de potencial 
de memebrana mitocondrial, la producción de especies reactivas de oxígeno y no depende 
de la actividad de caspasas. Los resultados obtenidos en esta tesis abren las puertas a un 
nuevo diseño de posibles terapias y estrategias para combatir este tipo de cáncer.  
  
  
II. ABSTRACT  
 
Leukemia represents a serious health problem around the world. In Mexico it is the main 
cause of death in young people.  It is known that first-line therapies are frequently 
characterized by affecting normal cells, moreover deregulations in tumor cells, such as 
their capacity to evade cell death, promote treatment-resistance. This is why, the 
development of new therapies that can be specific for cancer cells and that can overcome 
cell death resistance is necessary. Recent studies show that gold nanoparticles (AuNPs) 
and chitosan possess interesting biological activities including potential antitumor effects; 
hence, in this this thesis I synthetized and characterized chitosan-capped gold 
nanoparticles and analyzed their cell-death effect in chronic myeloid leukemia (K562), 
acute lymphoid leukemia (Jurkat) and healthy control cells (PBMC). I evaluated cell 
membrane permeabilization, phosphatidylserine exposure, cell morphology, effects on 
cell cycle, mitochondrial membrane potential, production of reactive oxygen species, 
expression of proapoptotic proteins as caspase 8, 9 and p53, and response to the pan 
caspase inhibitor, QVD. The results obtained from this thesis show that chitosan-capped 
AuNPs are cytotoxic in a dose-dependent manner in leukemia cells, while they show low 
toxicity on PBMC. In addition, it was observed that the cell death mechanism is regulated 
and involves loss of mitochondrial membrane potential, reactive oxygen species 
production, in a caspase-independent manner. Altogether the results obtained in this thesis 
improve the knowledge of chitosan capped AuNPs as selective cytotoxic agents, and open 
the way to the design of new pharmacological strategies that include these agents against 
cancer. 
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II. INTRODUCCIÓN 
 
La leucemia es un tipo de cáncer que afecta las células derivadas de la médula ósea. Es 
una enfermedad de origen multifactorial la cual conlleva a serias repercusiones en la 
salud pública. Al igual que otros tipos de cáncer, la célula leucémica posee una gran 
cantidad de características; como lo son una alta tasa de proliferación celular, replicación 
celular descontrolada, inestabilidad genómica, así como también una resistencia a la 
muerte celular regulada (Hanahan & Weinberg, 2011). La transformación de subtipos 
celulares de la sangre en células malignas, conlleva a una pérdida de las condiciones de 
homeostasis, lo que ocasiona que la cantidad de células malignas aumente y las células  
sanas residuales disminuyan en número y pierdan parcial o totalmente su función, 
generando efectos negativos en el sistema inmune (Stringaris et al., 2014). Con base en 
sus características clínicas y celulares las leucemias pueden ser clasificadas según la 
población celular afectada y su agresividad. De acuerdo al tipo celular se encuentran 
aquellas que son derivadas de linaje mieloide o linaje linfoide. En cuanto a la 
agresividad tenemos las que son de curso agudo y las de curso crónico (Vardiman JW, 
Thiele J, 2015). En este trabajo de tesis se emplearon células de la línea k562 de 
leucemia mieloide crónica o CML (Chronic Myeloid Leukemia) y células de la línea 
Jurkat correspondientes a leucemia linfoide aguda o ALL (Acute Lymphoid Leukemia). 
Estos tipos de leucemia son de los más importantes debido a que la CML tiene una 
mayor frecuencia en adultos mayores de 60 años y representa el 15% de los tipos de 
leucemia (Baccarani et al., 2012; Granatowicz et al., 2015). Por otro lado, la leucemia 
linfocítica de carácter agudo representa la primera causa de muerte por cáncer en 
jóvenes menores a 20 años en nuestro país  (Guillermo J Ruiz-Argüelles, Guillermo J 
Ruiz Delgado, 2013; INEGI, 2013).  El tratamiento para ambos tipos de leucemia 
consiste principalmente en el uso combinado de esquemas terapéuticos, donde se 
utilizan fármacos antineoplásicos, corticosteroides e inhibidores de kinasas, así como el 
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas  (De Kouchkovsky & Abdul-Hay, 
2016; Granatowicz et al., 2015).  
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Sin embargo, en los últimos años se ha observado una mayor tasa de reincidencia y 
resistencia a los fármacos convencionales empleados en el tratamiento contra el cáncer, 
asociada principalmente a mecanismos característicos de la célula tumoral como lo es la 
evasión a la muerte celular regulada (Darding & Meier, 2012; Martinez-Torres et al., 
2015; Schmidt et al., 2004). Estudios recientes muestran que las nanopartículas de oro 
(AuNPs) poseen diversas propiedades que les confieren un gran potencial antitumoral, 
como lo son su marcado efecto citotóxico en células cancerosas y su alta 
biocompatibilidad con el tejido sano (Baharara, Ramezani, Divsalar, Mousavi, & 
Seyedarabi, 2016; M. Liu et al., 2013; Selim & Hendi, 2012; Paino, Marangoni, de 
Oliveira, Antunes, & Zucolotto, 2012). Se ha observado que estas propiedades dependen 
de características como tamaño, forma, concentración y agente de superficie los cuales 
están asociados al tipo de síntesis, principalmente al tipo de agente reductor utilizado 
(Corzo Lucioni, 2012). Por lo que nosotros utilizamos el quitosano,  un polisacárido 
catiónico derivado de la destilación de la quitina,  como agente reductor ya que se sabe 
que una molécula estable, biocompatible, barata y que además posee propiedades 
antitumorales (M. O. Kim et al., 2013; Kumar, Patel, Kumari, & Kumar, 2014). En este 
trabajo de tesis se sintetizaron AuNPs usando  quitosano como agente reductor, y se 
analizó su efecto sobre células leucémicas k562 y Jurkat.  
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III. ANTECEDENTES 
 
3.1 Hematopoyesis 
La hematopoyesis es  el proceso por el cual se forman las células sanguíneas, se deriva 
de dos vocablos griegos hemo que significa sangre y poyesis que quiere decir creación, 
es decir; creación de la sangre. Este proceso inicia a partir de la formación de una célula 
precursora común indiferenciada llamada célula madre hematopoyética multipotente 
(HSC; del inglés Hematopoietic Stem Cell) la cual comenzará la formación de células 
progenitoras comunes de monocitos (common myeloid progenitor, CMP) y progenitoras 
comunes de linfocitos (common lymphocyte progenitor, CLP) de las cuales se derivan 
células formadoras de colonia (UFC-GM o GMP) (Dzierzak & Philipsen, 2013). La 
línea mieloide o células de linaje mieloide son aquellas células que se forman en la 
médula ósea y que pasan a circulación por un proceso denominado mielopoyesis, el cual 
comprende la formación de células granulocíticas (neutrófilos, eosinófilos, basófilos), 
monocitos, eritrocitos y trombocitos. Mientras que la línea linfoide se compone de 
aquellas células que se forman en la médula ósea pero que parte de su maduración o 
permanencia residen en órganos del sistema linfático. Este grupo incluye la formación 
de linfocitos B, linfocitos T, células dendríticas  y células asesinas naturales (NK), en un 
proceso llamado linfopoyesis (Onai et al., 2015).  Ambos procesos incluyen una serie de 
eventos caracterizados por la pérdida progresiva de potenciales de diferenciación y la 
activación de programas transcripcionales específicos de un linaje, los cuales dependen 
de la liberación de ciertos factores de crecimiento como eritropoyetinas, 
trombopoyetinas y algunos mensajeros químicos como las interleucinas  (Figura 1) 
(Dzierzak & Philipsen, 2013; E. Zhao et al., 2012).  
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Figura 1.Hematopoyesis. Formación de las células sanguíneas a partir de una célula madre 
multipotente, la cual da paso a las células  progenitores comunes  o unidades formadoras de 
colonia linfoides (UFC-L) granulocitos-monocitos (UFC-GM), eritrocitos-megacariocitos (UFC-
EM) y posteriormente a las células diferenciadas (Modificado de Dzierzak & Philipsen, 2013). 
 
3.1.1 Mielopoyesis 
La mielopoyesis es la formación del linaje mieloide a partir de las unidades formadoras 
de colonia mieloide-linfoide (UFC-LM),  la cual es precursora común de dos líneas 
mieloides, la unidad formadora de colonias eritromegacariocíticas (UFC-EM) y la 
unidad formadora de colonias granulomonocíticas (UFC-GM). La UFC-EM incluye la  
formación de la serie roja (eritropoyesis) y la formación de trombocitos 
(trombocitopoyesis). La UFC-GM comprende la formación de monocitos; 
monocitopoyesis y  granulocitos; granulocitopoyesis (Dzierzak & Philipsen, 2013; 
Vietinghoff & Ley, 2012).  
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3.1.1.1 Eritropoyesis   
La eritropoyesis es el proceso por el cual se generan las células rojas o eritrocitos. Es 
mediado por la respuesta a la disminución de O2 en circulación (hipoxia) a través de la 
función renal, la cual determina la producción de eritropoyetina (Epo), una hormona 
producida en la corteza renal principalmente, la cual estimula la proliferación y 
diferenciación de precursores de células rojas (Jelkmann, 2011). Este proceso consiste  
en una serie de eventos a partir de una célula madre pluripotente que se diferencia en 
células formadoras de colonias eritroides (UFC- E) las cuales dan origen a pre 
eritroblastos, normoblastos, reticulocitos y finalmente el eritrocito maduro (Figura 2) 
(Dzierzak & Philipsen, 2013).  
 
Figura 2. Eritropoyesis. Producción y maduración de eritrocitos tras condiciones de hipoxia. 
Una vez que disminuyen los niveles de oxígeno en sangre (hipoxia), la corteza renal produce una 
mayor cantidad de eritropoyetina (Epo) la cual favorece la proliferación y diferenciación de las 
células inmaduras eritroides  (Modificado de Jelkmann, 2011).  
 
3.1.1.2 Granulocitopoyesis 
La granulocitopoyesis abarca la formación de los granulocitos (neutrófilos, eosinófilos, 
basófilos) los cuales son una categoría de las células blancas de la sangre que se 
caracterizan por la presencia de gránulos en el citoplasma. También se les llaman 
leucocitos polimorfos nucleares (PMN) a causa de las diferentes formas del núcleo. Los 
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granulocitos derivan de la UFC-GM y forman parte del sistema inmune innato, el cual es 
la primera barrera de defensa de los organismos. A partir de la UFC-GM se forman 
varias colonias, aquellas que formará a los neutrófilos (UFC-G) eosinófilos (UFC-Eo) y 
basófilos (UFC-Ba) (Smith, 1990; Vietinghoff & Ley, 2012; E. Zhao et al., 2012).  
3.1.1.3 Monocitopoyesis 
Los monocitos son los leucocitos de mayor tamaño, constituyen alrededor del 10% de 
las células que se encuentran en circulación periférica (Nichols, Bainton, & Farquhar, 
1971).  Se originan a partir de la UFC-M, dando lugar a un monoblasto que se 
transforma en promonocito y este a su vez en un monocito, el cual forma parte de la 
respuesta inmune innata.  Los monocitos no poseen una reserva medular (Swirski et al., 
2009) y migran a los tejidos donde pueden diferenciarse en macrófagos o células 
dendríticas (Dauer et al., 2003). Una vez en el tejido, el nombre y clasificación de la 
célula varia (Takahashi, 1994).  
3.1.2 Linfopoyesis 
La linfopoyesis es el proceso por el cual se forman y maduran las células linfoides 
(linfocitos T, linfocitos B, células dendríticas y asesinas naturales) (Dzierzak & 
Philipsen, 2013). El proceso de maduración de los linfocitos requiere de una serie 
estímulos llevados a cabo dentro de la médula ósea y el timo a partir de la formación de 
una unidad formadora de colonia linfoide (UFC-L) la cual da origen a  células 
inmaduras linfoides como pro-linfocito, pre-linfocito, linfoblasto que finalmente 
conlleva a la formación de un linfocito (Onai et al., 2015). En el caso de los linfocitos T, 
estos tienen su origen en la médula ósea pero llevan a cabo la mayor parte de su 
maduración en el timo, órgano por el cual reciben su nombre. Mientras que los linfocitos 
B permanecen en la médula ósea, antes de pasar directo a circulación. (E. Zhao et al., 
2012). Los linfocitos T son los encargados de llevar a cabo la respuesta celular y los 
Linfocitos B de la respuesta humoral o mediada por anticuerpos (Levinson, 2008). 
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3.1.2.1  Linfocitos T 
Las células progenitoras de los linfocitos T migran desde la médula ósea hacia el timo, 
lugar donde se lleva a cabo la mayor parte del proceso de maduración. Este proceso 
consiste en la generación de células T que expresan el receptor de linfocitos T (TCR) en 
la superficie de la membrana celular, el cual le confiere la capacidad de identificar lo 
propio y lo ajeno a través del reconocimiento de moléculas asociadas al complejo mayor 
de histocompatibilidad de células presentadoras de antígeno como macrófagos y células 
dendríticas. La serie Linfoide T comienza con un Linfocito Pro –T que da origen a un 
Pre –T, que a su vez origina a un linfoblasto y finalmente este a un linfocito virgen. El 
linfocito T virgen, dependiendo de los mensajeros químicos expuestos, se especializará 
en linfocitos T cooperadores (CD4+) o T helper (TH) que reconocerán moléculas MCH 
II o citotóxicos (CD8+) que reconocerán moléculas MHC l  (Figura 3) (Abbas, A. K., 
Lichtman, A. H., & Pillai, 2014). Los CD4 vírgenes se pueden a su vez clasificar en 
subpoblaciones basadas en función del perfil de citocinas que son secretadas, teniendo 
así los  efectores; TH1 (citocinas pro-inflamatorias) TH2, y TH17 (citocinas 
antinflamatorios) y reguladores; Treg 1 y THγ las cuales secretan TFG ȕ principalmente 
(Okada, Kondo, Matsuki, Takata, & Takiguchi, 2008). .  
 
Figura 3. Etapas de maduración de linfocitos T. Una vez fuera de la médula el linfocito migra 
hasta el Timo donde termina su proceso de maduración y expresión de TCR pasando  
(Modificado de Abbas, A. K., Lichtman, A. H., & Pillai, 2014) 
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3.2 Leucemia 
 
Las leucemias son los tipos de cáncer que se presentan en células derivadas de la médula 
ósea. La palabra leucemia proviene del griego leuco que significa blanca y hemo, que 
significa, sangre, “sangre blanca o Weisses Blut” término que fue propuesto por Rudolf 
Virchow en 1846 (Ortiz-hidalgo, 2013).  Esta enfermedad consiste en la ausencia de 
regulación sobre crecimiento, proliferación, así como la falta de función de los 
leucocitos o glóbulos blancos (Hanahan & Weinberg, 2011), células que bajo 
condiciones de homeostasis componen la primera barrera del sistema inmunológico (E. 
Zhao et al., 2012).  De acuerdo a sus características clínicas y celulares esta puede ser 
clasificada en base a la población celular ( linaje mieloide y linfoide) y la agresividad 
(de curso agudo y las de curso crónico) (Tefferi & Vardiman, 2008). Las leucemias de 
curso agudo son las más severas, ya que afectan principalmente a las células en proceso 
de maduración (American Cancer Society, 2016b).  Las leucemias a su vez pueden ser 
clasificada en subtipos de acuerdo a sus características celulares específicas como 
mutaciones o translocaciones (Arber et al., 2016). Como lo describimos anteriormente 
las líneas celulares con las que se trabajará pertenecen a una tipo de leucemia mieloide 
crónica eritroide (k562) y leucemia linfoide aguda de células precursoras de células T 
(Jurkat), por lo que en seguida se describirán la fisiopatología de ambos tipos de 
leucemia.  
3.2.1 Leucemia linfoide aguda  
La leucemia linfoide aguda o ALL (Acute Lymphoid Leukemia) es un trastorno maligno 
que se origina en la  médula ósea y que se caracteriza por una proliferación desordenada 
y por el aumento en la producción de células inmaduras, blastos, a nivel periférico. Se 
diagnostica como  ALL positivo cuando el 25 % de la médula es remplazada por 
linfocitos malignos (American Cancer Society, 2016). En México no existe un dato 
epidemiológico preciso sobre el comportamiento de la leucemia linfoide aguda, aunque 
algunos autores indican que el número de casos nuevos por año corresponde al 10% del 
total de leucemias  (Terreros et al., 2009). Además, se ha reportado que las neoplasias de 
origen hematopoyético representan la primera causa de muerte en menores de 20 años 
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(INEGI, 2013), siendo la leucemia la principal y de las cuales la leucemia linfoide aguda 
representa al 76% (Ortega Sánchez, María Luisa Osnaya Ortega, 2008). Algunos autores 
señalan que este tipo de neoplasia es el cáncer infantil más frecuente y su máxima 
incidencia se produce entre los 2 y 5 años y en el sexo masculino (relación 2:1), el cual 
presenta dos picos epidemiológicos, uno a los 4 años y otro alrededor de los 50 (Ortega 
Sánchez, María Luisa Osnaya Ortega, 2008). Este tipo de leucemia se divide en dos, 
aquella que afecta los estadios tempranos de las células B y la que afecta las células T, la 
patogénesis de esta última  es diversa y se caracteriza en su mayoría por alteraciones 
genómicas principalmente en factores de transcripción de vías de diferenciación 
(Mullighan, 2012).  
 
3.2.1.1 Patogénesis ALL de células T 
La leucemia linfoide aguda de células T representa alrededor del 25 % de las leucemias  
agudas (Chiaretti & Foà, 2009). La patogénesis de este subtipo de leucemia es muy 
amplia ya que abarca una serie alteraciones cromosómicas diversas tales como 
hiperdiploidias, hipodiploidias, translocaciones y reordenamientos estructurales que 
permiten mutaciones en  genes que están involucrados con el desarrollo temprano de las 
células linfoides (De Kouchkovsky & Abdul-Hay, 2016; Zuckerman & Rowe, 2014), 
tales como Notch1, receptor transmembrana que de forma fisiológica juega un papel 
importante en la maduración de células linfoides (Pui et al., 1999; Weng et al., 2006) y 
que se encuentra mutado alrededor de 50% de los casos de ALL-T (Erika Haydu J, 
2010; Ferrando, 2011; Hales, Taub, & Matherly, 2014; M. Liu et al., 2013; Zuckerman 
& Rowe, 2014). Así como también reordenamientos en factores de transcripción como 
TLX1 (HOX11), TLX3 (HOX11L2), LYL1, TAL1 y MLL (Mullighan, 2012), y pérdida 
de la función de reguladores hematopoyéticos  (GATA3, IKZF1, RUNX1, ETV6) 
(Zuckerman & Rowe, 2014), reguladores epigenéticos como  (EZH2, SUZ12, EED, 
SETD2, DNMT3A)  (Erika Haydu J, 2010; Zuckerman & Rowe, 2014), y mutaciones 
que permiten a la célula leucémica evadir la muerte celular por apoptosis a través de la 
inhibición de la expresión de p53 (Demarest, Ratti, & Capobianco, 2008), vías de 
proliferación celular como JAK1 en un  18% de los casos de ALL de células T en 
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adultos, y el 2% de las pediátricas (Flex et al., 2008), mutaciones en el receptor de 
interleucina 7  (IL-7R) (Zenatti et al., 2011) y la presencia en un porcentaje muy bajo de 
cromosoma Filadelfia y el gen BCR-ABL (Kannan, 2015).  
 
3.2.2 Leucemia mieloide crónica 
La leucemia mieloide crónica o CML (Chronic Myeloid Leukemia) es un desorden 
mieloproliferativo que representa alrededor del 15 % de los tipos de leucemia (Jabbour 
& Kanterjian, 2014). Se caracteriza principalmente en un aumento predominante y 
desregulado de  estadios diferenciados del linaje mieloide, afectando principalmente a la 
serie eritroide y granulocítica  (Baccarani et al., 2012; Nagamos, Gentile, & Vajpayee, 
2016). Estadísticamente representa el tipo de leucemia más diagnosticado durante la 
edad adulta y su frecuencia en niños es relativamente baja (Shanafelt, 2013). 
Clínicamente se clasifica en dos: la fase inicial o fase crónica, en la que el exceso de 
producción de granulocitos es fácilmente controlable y donde el paciente tiene un mejor 
pronóstico, esta fase se puede mantener por largos periodos de tiempo. Por otro lado está 
la fase aguda o fase blástica la cual representa una mayor acentuación de los signos 
clínicos, una mayor resistencia al tratamiento y la cual es de peor prognosis (American 
Cancer Society, 2016; Fabbro, 2012) 
 
3.2.2.1 Patogénesis CML 
La patogénesis de la leucemia mieloide crónica consiste principalmente en una 
anormalidad cromosomal asociada a la translocación recíproca entre un fragmento del 
cromosoma 22, que contiene el segmento del gen BCR (Breakpoint Cluster Region) y el 
segmento del proto-oncogén ABL del cromosoma 9 (t9:22) conocida como cromosoma 
filadelfia (Deininger et al., 2000; Maru, 2012). El producto de esta alteración 
cromosomal es la formación de un gen quimérico llamado BCR-ABL el cual codifica 
para  un mRNA BCR-ABL y una proteína disfuncional BCR-ABL que actúa como 
tirosina quinasa, una enzima que activa otras proteínas mediante la fosforilación de 
residuos tirosina (Fabbro, 2012). La fusión de este gen involucra principalmente la 
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región del exón 2 del gen ABL, mientras que puede  incluir diferentes exones del gen 
BCR, siendo los más comunes b2a2 o b3a2, que codifican para BCR-ABL p210, e1a2 
que codifican para p190 y otros en c3a2 codifican para p230, siendo el p210 el más 
común en México (Arana-Trejo et al., 2002). En una célula madre hematopoyética sana, 
la señalización celular esta mediada por estímulos receptor-ligando como la IL-3 y el 
factor de estimulante de colonias granulocito monocito (GM- CSF) las cuales activan 
una cascada de señalización que conducen a la expresión de factores de transcripción de 
diferenciación y proliferación de manera regulada, mientras que en una célula de CML, 
la presencia del gen BCR-ABL induce la activación de vías de señalización celular 
independiente del estímulo externo, lo cual favorece el crecimiento constante y 
desregulado. Este gen involucra la activación de diversas vías de proliferación como 
Myc, RAS, ERK, PI3, JNK (Xie, Lin, Sun, & Arlinghaus, 2002), sin embargo en la 
mayoría de los casos existe una activación constitutiva de la vía de señalización JAK2-
STAT5 lo que conduce a la transcripción de genes asociados a la resistencia a la muerte 
celular por apoptosis y un crecimiento celular desregulado (Figura 4)  (Fabbro, 2012; 
Mullighan, 2012).  
 
Figura 4. Aspectos moleculares de la patogénesis de leucemia mieloide crónica. (a) 
En una célula madre hematopoyética la activación de  factores de transcripción asociados a 
proliferación y diferenciación celular están asociados a la presencia de un ligando y la 
dependencia de JAK2 y STAT5. (b) En las células de CML la presencia del gen BCR-ABL 
mantiene activación constitutiva de factores de trascripción de resistencia a muerte y 
proliferación que no son dependientes de estímulos externos. (Modificado de Fabbro, 2012).  
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3.3 Tratamientos  anti-leucémicos  
 
3.3.1 Tratamientos ALL 
El tratamiento de la ALL-T consiste principalmente en el uso combinado de diversos 
tipos de fármacos antineoplásicos y procedimientos y técnicas quirúrgicas como la 
leucoféresis y el trasplante de células hematopoyéticas. El protocolo terapéutico 
dependerá de factores importantes como lo son el estado general del paciente, la edad, la 
condición corporal, factores genéticos,  progresión de los signos clínicos, así como el 
determinar los grupos de riesgo. El tratamiento en general consta de 3 fases: inducción a 
la remisión, consolidación y mantenimiento los cuales son resumidos en la Tabla 1. Las 
principales fármacos empleados en el tratamiento de las ALL se encuentran resumidas 
en la Tabla 2 (Leukemia & Lymphoma Society, 2014).   
 
Tabla 1. Esquema de tratamiento en pacientes con ALL. 
Fase del tratamiento Tiempo Características Objetivo 
Inducción 4-6 semanas Quimioterapia 
múltiple, 
profilaxis del 
SNC. 
Remisión 
Consolidación 4-6 meses Ciclos cortos 
de terapia 
combinada 
Asintomático 
Mantenimiento 2-3 años 1-2 
tratamientos 
intensificados 
Evitar reincidencia 
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Tabla 2. Fármacos empleados en el tratamiento de la  leucemia linfoide aguda. 
 
Tipo  Fármaco Mecanismo de acción 
Quimioterapia  Vincristina 
 
Enlaza proteínas tubulares durante la 
fase de metafase de la mitosis. Inhibe la 
polimerización de la tubulina a 
microtúbulos. 
Etoposido 
 
Inhibe la síntesis DNA e induce arresto 
en la fase G2 del ciclo celular. 
Ciclofosfamida Impide la síntesis del DNA e induce 
muerte celular.  
Doxorrubicina  Se intercala con el DNA e inhibe la 
síntesis de ácidos nucleicos. 
Metotrexato  Inhibe competitivamente la 
dihidrofolato-reductasa, enzima 
responsable de convertir el ácido fólico a 
tetrahidrofolato, el cofactor necesario 
para la transferencia de un carbono en 
muchas reacciones metabólicas. 
Corticosteroides Prednisona 
 
Esteroides sintéticos que actúan 
inhibiendo la respuesta inmunológica 
mediante la expresión y represión de 
factores de transcripción pro y anti-
inflamatorios.   
Prednisolona 
 
Dexametasona 
Anticuerpos 
monoclonales 
Alemtuzumab 
  
Inhibidores del receptor tirosina-kinasa. 
Inhiben los procesos celulares mediados 
por ambos factores de crecimiento. Rituximab 
 
Imatinib 
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3.3.2 Tratamiento CML 
El tratamiento de la CML consta principalmente del uso de inhibidores de tirosina 
quinasa (TKI) y procedimientos quirúrgicos como el trasplante de células madre 
hematopoyéticas. El esquema terapéutico depende de la fase clínica en la que se 
encuentre el paciente y su condición corporal, siendo los fármacos TKI el tratamiento de 
primera elección en la mayoría de los casos como es el caso del Imatinib. Este actúa 
inhibiendo los sitios activos para el ATP de la enzima tirosina quinasa BCR-ABL, 
evitando la fosforilación de proteínas involucradas en las principales vías de 
proliferación y crecimiento celular (Figura 5) (O’Dwyer & Druker, β000; Paul & 
Mukhopadhyay, 2004). A partir del Imatinib se han desarrollado y aprobado para uso 
clínico numerosos TKI como: gefitinib, erlotinib, sunitinib, lapatinib, nilotinib y 
dasatinib (Lankheet et al., 2013), los cuales reducen la proliferación, inducen arresto en 
el ciclo celular, disminuyen la angiogénesis, e inducen muerte celular por apoptosis 
(Airiau et al., 2012; Paul & Mukhopadhyay, 2004). Sin embargo, se ha observado que 
este tipo de fármacos son capaces de inhibir el gen BCR-ABL pero no de inducir la 
muerte  en células progenitoras de CML  (Corbin A., 2011; Hamilton et al., 2015).  
 
Figura 5. Mecanismo de acción de Inhibidores de tirosina quinasa. Los ITK evitan la unión 
de ATP a los sitios activos de las BCR-ABL tirosina quinasas, evitando la posterior señalización 
en las células de CML (Tomado de O’Dwyer & Druker, 2000).  
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3.3.3 Mecanismos de resistencia a las terapias antitumorales  
Los mecanismos de resistencia a las terapias antitumorales son diversos e involucran una 
gran cantidad de factores que le confieren a la célula cancerosa una mayor permanencia 
y supervivencia a los principales esquemas terapéuticos, como lo son la quimioterapia, 
radioterapia y terapias dirigidas (Hasanali, 2015; Labi & Erlacher, 2015; Willers, Azzoli, 
Santivasi, & Xia, 2013). Esta resistencia está asociada a cambios epigenéticos (Hasanali, 
2015), modificaciones en el microambiente tumoral (Quail et al., 2016), y 
principalmente características propias de las células cancerosas (Hanahan & Weinberg, 
2011; Hasanali, 2015; Knoechel & Aster, 2015; Schmidt et al., 2004). La célula tumoral 
o cancerosa posee una serie de características que las particularizan de las células sanas. 
Estos marcadores incluyen un estado proliferativo, evasión a los supresores de 
crecimiento, inducción de angiogénesis, activación de invasión y metástasis, un estado 
permanente de replicación por fallas en la regulación del ciclo celular así como una 
evasión a la inducción de a la muerte celular regulada (Figura 6) (Hanahan & Weinberg, 
2011). Siendo esta última una de las características más importantes en la resistencia a 
las terapias anti- leucémicas (Darding & Meier, 2012; Martinez-Torres et al., 2015; 
Schmidt et al., 2004). 
 
Figura 6. Principales características de las células cancerosas. Estas incluyen factores como 
un estado proliferativo constante, evasión a  supresores de crecimiento, inducción de 
angiogénesis y resistencia a la muerte celular regulada (Modificado de Hanahan & Weinberg, 
2011).  
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3.4 Muerte celular 
Como anteriormente se mencionó, una de las características de las células cancerosas 
que se ve altamente implicado en la resistencia a los tratamientos convencionales 
antitumorales es la desregulación en el proceso de muerte celular regulada (MCR), que 
lleva a una evasión de la misma por parte de la célula tumoral y que produce un estado 
inmortalidad. Por ende, la inducción de muerte en estas células es uno de los principales 
enfoques de los tratamientos contra el cáncer (Hassan, Watari, Abualmaaty, Ohba, & 
Sakuragi, 2014; Lowe & Lin, 2000). La muerte celular es un proceso natural que forma 
parte de la biología de la célula, el cual consiste en el cese de funciones de la misma de 
forma permanente e irreversible. El comité de nomenclatura en muerte celular o NCCD 
(Nomenclature Committee on Cell death) describe la muerte celular como un proceso 
que ocurre después de un daño que la célula es incapaz de reparar, por lo que la célula 
atraviesa el punto de no retorno y exhibe una serie de características como lo es una 
irreversible permeabilización de la membrana y completa fragmentación nuclear 
(Kroemer, Galluzzi, Vandenabeele, Abrams, Alnemri, Baehrecke, Blagosklonny, El-
Deiry, Golstein, Green, Hengartner, Knight, Kumar, Lipton, Malorni, Nunez, et al., 
2009).  Sin embargo, el criterio para clasificar y definir la muerte celular es muy amplio 
ya que desde que nació el concepto de la teoría celular en 1838 se han descrito muchos 
parámetros para lograr una correcta definición y características de la muerte celular 
(Tavassoli, 1980), siendo finalmente clasificada por la NCCD en dos grupos; muerte 
accidental y regulada.  
La muerte celular accidental (MCA o ACD por sus siglas en inglés: Accidental Cell 
Death) ocurre cuando la célula sufre severos daños en su estructura provocados por 
diversos agentes ya sea físicos, químicos o mecánicos (Darzynkiewicz et al., 1997). Este 
tipo de muerte celular fue el primer término descrito y fue considerado como el único 
evento de muerte celular, el cual estaba asociado a procesos infecciosos y patológicos,  
llamado indistintamente Necrosis (Halestrap, Doran, Gillespie, & O’Toole, β000). La 
NCCD  sugiere que el término Necrosis, como término para definir la muerte accidental, 
sea remplazado por Oncosis, debido al hinchamiento que presenta la célula y la cual es 
una de sus principales características morfológicas (Kroemer, Galluzzi, Vandenabeele, 
Abrams, Alnemri, Baehrecke, Blagosklonny, El-Deiry, Golstein, Green, Hengartner, 
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Knight, Kumar, Lipton, Malorni, Nuñez, et al., 2009). La Oncosis se caracteriza por no 
tener una maquinaria específica que controle la secuencia de eventos que conllevan a la 
muerte,  la cual concluye en una liberación abrupta y desorganizada de sus componentes 
intracelulares como DNA, ATP y otros DAMPS (Patrones moleculares asociados a 
daño), estructuras altamente inmunogénicas (Gamrekelashvili, Greten, & Korangy, 
2015). Por otro lado, la muerte celular regulada (MCR o RCD por sus siglas en inglés 
Regulated Cell Death) es un tipo de muerte que posee una maquinaria molecular 
específica que controla de manera sistemática cada evento ocurrido dentro de la célula 
(Ashkenazi & Salvesen, 2014a; Testa & Riccioni, 2007). Este mecanismo está 
involucrado principalmente en el mantenimiento de la homeostasis de tejidos, desarrollo 
del sistema inmunológico y desarrollo temprano de los organismos, lugar donde se 
observó por primera vez un mecanismo programado (Diamantis, Magiorkinis, 
Sakorafas, & Androutsos, 2008; Elmore, 2010), motivo por el que se le conoció por 
mucho tiempo como muerte celular programada o MCP (Programmed Cell Death, 
PCD). Hasta hace unos años el término MCP era utilizado como sinónimo de MCR, sin 
embargo hoy en día este es cada vez menos utilizado y menos recomendado, ya que la 
MCP es un subtipo de MCR (Figura 7) (Galluzzi et al., 2014). 
 
Figura 7. Clasificación de la muerte celular. La muerte celular se clasifica en dos subtipos, 
muerte celular accidental, MCA (Accidental cell death, ACD) y muerte celular regulada, MCR 
(Regulated cell death, RCD). Dentro de la MCR encontramos la muerte celular programada, 
MCP (Programmed cell death, PCD) (Tomado de Galluzzi et al., 2014).  
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3.4.1 Clasificación de la muerte celular regulada.  
 
Como se mencionó anteriormente, a partir del descubrimiento de la teoría celular 
(Tavassoli, 1980), Necrosis fue el único tipo de muerte celular conocido, éste se 
caracterizaba por una serie de eventos morfológicos desregulados como la perdida de la 
integridad de la membrana plasmática, deformación de organelos, perdida de la 
estructura nuclear y pérdida de la estructura celular por hinchamiento (Oncosis) (Majno 
& Joris, 1995).  En el año 1842 Karl Christoph Vogt observó que los organismos en su 
desarrollo sufrían un proceso de selección y muerte celular. Sin embargo, la importancia 
de estos descubrimientos no se retomó hasta 1951 por Glucksmann y 1961 por Kerr 
quien fuera el primero en publicar un artículo sobre muerte celular basado en sus 
investigaciones sobre la isquemia (Figura 8) (Kerr, 1965). Sin embargo  no fue hasta 
1964 cuando Lockshin describió  lo que ahora conocemos como muerte celular 
programada (MCP) al observar el comportamiento celular en el desarrollo de embriones, 
esto fue el parteaguas que llevó a la formación de un concepto dicotómico de la muerte 
celular que se consolidó en el año de 1972, cuando los patólogos J.F Kerr, A.H Wyllie y 
A.R Currie acuñaron el término Apoptosis a las células que mueren de forma fisiológica. 
Este término  proviene del griego y significa: Acto de caer, como caen los pétalos de las 
flores y las hojas de los árboles en el otoño “Falling leaves”  (Bennetts & Pierce, 2010), 
y fue elegido porque sugiere pérdidas benéficas como lo son el  modelamiento de las 
estructuras durante la embriogénesis (D.L, 2002).  
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Figura 8. Primer artículo publicado sobre muerte celular regulada. Portada y resumen del 
primer artículo publicado en la historia sobre muerte celular (Editado de Kerr, 1965). 
A diferencia de la muerte por necrosis, la apoptosis poseía características morfológicas 
que diferían del proceso no regulado tal como la condensación de la cromatina, 
fragmentación nuclear, formación de vesículas (cuerpos apoptóticos), una mínima 
modificación en la estructura de los organelos, así como el adelgazamiento de la célula 
(Diamantis et al., 2008; Majno & Joris, 1995). Posteriormente  se  incluyó la Autofagia 
como el tercer tipo de muerte celular (Tabla 3).   
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Tabla 3. Características morfológicas de los tres principales tipos de muerte celular. 
 
Tipo de muerte celular Características 
Necrosis 
(Oncosis) 
Perdida estructural de la 
membrana nuclear y celular, 
aumento de tamaño por 
hinchamiento. 
Apoptosis Condensación de cromatina, 
formación de vesículas (cuerpos 
apoptóticos), fragmentación 
nuclear, adelgazamiento de la 
célula. 
Autofagia Formación de vacuolas 
intracitoplasmáticas, no posee 
características ni de necrosis, ni 
apoptosis. 
 
 
 
 
El  desarrollo de la tecnología permitió clasificar los distintos tipos de muerte celular a 
base de sus características bioquímicas y moleculares. Se encontró que el proceso de 
muerte celular regulada estaba dividido en dos subtipos, el primero fue llamado muerte 
celular regulada dependiente de caspasas ya que involucraba el reclutamiento y 
activación de enzimas llamadas caspasas (cisteín asparato-proteasas). En el segundo  se 
observó que estas enzimas no formaban parte indispensable de los procesos de muerte 
celular por lo que se llamó muerte celular regulada independiente de caspasas 
(Kroemer, Galluzzi, Vandenabeele, Abrams, Alnemri, Baehrecke, Blagosklonny, El-
Deiry, Golstein, Green, Hengartner, Knight, Kumar, Lipton, Malorni, Nuñez, et al., 
2009). 
3.5 Muerte celular dependiente de caspasas  
Las caspasas son un grupo de endoproteasas de tipo  cisteinil-aspartato-proteasas 
(caspasas) que hidrolizan uniones peptídicas dependientes  de residuos catalíticos de 
cisteína para producir la ruptura de otras proteínas (Pop & Salvesen, 2009). La familia 
de caspasas está compuesta por 14 proteínas de las cuales 11 corresponden a proteínas 
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humanas. La clasificación de las caspasas se basa principalmente en el tipo de función: 
las caspasas inflamatorias y caspasas de muerte (apoptosis). Estás últimas a su vez en 
dos grupos: activadoras y efectoras (Tabla 4).   
 
Tabla 4. Clasificación de caspasas involucradas en la muerte celular. 
 
Tipo Subtipo Caspasa 
Inflamatoria  
 
1, 4, 5, 12 
 
Muerte celular 
Activadora 8, 9, 2, 10 
Efectora 3, 6, 9 
 
 
 
Figura 9. Estructura de procaspasas. Las procaspasas son estructuras monoméricas formadas 
por una subunidad corta, una subunidad larga y en el caso de las caspasas activadoras un pro-
dominio (Modificado de (Earnshaw, Martins, & Kaufmann, 1999).  
Ambos tipos de caspasas se encuentran inicialmente como estructuras monoméricas 
inactivas llamadas procaspasas, formadas por una subunidad corta, una subunidad larga 
(Figura 9). En el caso de las caspasas activadoras e inflamatorias, estás poseen un pro-
dominio el cual  determina el tipo de unión proteína-proteína. La caspasa 1, 2, 4, 5, 12 y 
9 poseen un dominio CARD (Caspase activation and recruitment domain), mientras que 
la 8 y 10 poseen un dominio DED  (death effector domain)  (Tabla 5)  (H. Wu & Lo, 
2009).   
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Tabla 5. Tipos de dominio interacción proteína-proteína. 
Caspasa Dominio 
1, 2, 4, 5, 12 y 9 CARD 
8, 10 DED 
 
Para que las caspasas sean activas requieren de diferentes procesos. Las caspasas 
activadoras se encuentran en un estado inactivo en forma de monómeros (prodominio-
subunidad grande- subunidad pequeña), y para poder ser activadas requieren de la unión 
de dos monómeros los cuales pasan por un proceso de corte por auto catálisis para 
formar una estructura única (dimerización). Este proceso es facilitado por moléculas 
adaptadoras con afinidad a los dominios DED y CARD, los cuales posteriormente son 
cortados para formar una caspasa activadora madura en forma de heterotetrámero 
(Figura 10). Las caspasas efectoras por otra parte son homodímeros que requieren la 
acción de las caspasas activadoras para realizar un corte proteolítico entre las dos 
subunidades y generar un reacomodo estructural que resulta en la formación de un  
heterotetrámero (Lavrik et al., 2003).  
 
Figura 10. Procesos de activación de caspasas. Las caspasas iniciadoras son monómeros que 
requieren de un proceso de dimerización para ser activadas. Las caspasas efectoras son 
homodímeros que requieren un corte proteolítico y un reacomodo estructural equivalente al de 
las caspasas iniciadoras para estar activadas (las tijeras representan los sitios de corte) 
(Modificado de Pop & Salvesen, 2009).  
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Otro grupo de proteínas involucrado en los procesos de muerte celular es la familia de 
proteínas Bcl-2 (B-cell Lymphoma 2) la cual está formada por alrededor de 25 
miembros que regulan procesos de muerte celular  (Petros, Olejniczak, & Fesik, 2004). 
Estas proteínas pueden clasificarse de diferentes maneras. Su clasificación funcional las 
divide en i) las que evitan la muerte celular (anti-apoptóticas) como Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-
1, Bcl-B, Bcl-w, Bfl-1; y ii) aquellas que favorecen la activación de la muerte celular 
(pro-apoptóticas) como Bax, Bak, Bad (Tabla 6). De acuerdo a su estructura se dividen 
también en dos: i) las que poseen diferentes tipos de regiones BH (Bcl-2 homology) o 
regiones multi-dominio; y ii) las que sólo poseen un tipo de dominio BH 3 (Figura 11)  
(Giménez-Cassina & Danial, 2015; Rech de Laval, Deleage, Aouacheria, & Combet, 
2014).  
 
Figura 11. Estructura y clasificación de la familia Bcl-2. Las proteínas Bcl-2 se dividen en 
aquellas que no permiten la muerte celular (anti-apoptóticas) y aquellas que favorecen la muerte 
celular (pro-apoptóticas). A su vez estás se clasifican en las que poseen multi-dominios BH y las 
que sólo poseen dominio BH3 (Modificado de Giménez-Cassina & Danial, 2015).  
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Tabla 6. Clasificación de la familia de proteínas Bcl-2. 
 
Tipo Subtipo Proteína 
Anti-apoptótica Multi-dominio Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-
1, Bcl-B, Bcl-w, Bfl-
1 
Pro-apoptótica Multi-dominio Bak, Bax 
 
BH 3 
Bim, Bid, PUMA, 
Bmf, Bad, Bik, Hrk, 
NOXA 
 
 
 
 
3.4.1.1.1 Apoptosis 
La apoptosis fue el primer tipo de muerte celular regulada descrito y por mucho tiempo 
fue considerado el único tipo de MCR. Se descubrió al estudiar los procesos del 
desarrollo embrionario, por lo que se le consideró sinónimo de muerte celular 
programada (MCP) (Diamantis et al., 2008). Sin embargo sabemos que ahora forma 
parte de muchos procesos fisiológicos como lo son la maduración de las células 
linfoides, mantenimiento de la homeostasis (Ekert & Vaux, 1997), además de que se 
observado que proteínas involucradas en esta vía de muerte celular como caspasas y 
proteínas Bcl-2, han determinado que esta tiene un papel importante en desarrollo y 
regulación de la carcinogénesis (Lowe & Lin, 2000). Por lo que la inducción de la 
apoptosis es un considerada un potencial blanco en la terapia antitumoral (Darding & 
Meier, 2012). Esta se clasifica en apoptosis extrínseca e intrínseca.  
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3.4.1.1.2 Vía intrínseca 
La vía intrínseca también llamada vía mitocondrial puede ser activada a partir de 
diferentes estímulos como lo son el daño al DNA, estrés oxidativo, estrés metabólico e 
hipoxia. Este proceso conlleva a la activación de proteínas de la familia Bcl-2  pro-
apoptóticas de dominio BH3 como NOXA y PUMA, que a su vez activan a Bax y Bak 
las cuales se encuentran en la membrana externa mitocondrial, generando 
permeabilización de la membrana mitocondrial externa (mitochondrial outer membrane 
permeabilization, MOMP) (Ashkenazi & Salvesen, 2014b), lo cual favorece la 
liberación de DIABLO, la proteína SMAC (second mitochondria-derived activator of 
caspases) más importante (Galluzzi et al., 2014), y citocromo C, las cuales se encuentran 
en el espacio intermembrana de la mitocondria. Una vez que el citocromo C se encuentra 
en el espacio citoplasmático interactúa con  Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 
1) el cual se une a procaspasa-9, este complejo forma una estructura multi-molecular 
llamada apoptosoma (Acehan et al., 2002; Ichim & Tait, 2016). Por otro lado SMAC 
bloquea a los inhibidores de caspasa XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis Protein), lo 
que permite que finalmente se active la caspasa 9 lo cual a su vez activa a las caspasas 
efectoras 3 y 7 (Figura 12) (Elmore, 2010; Ichim & Tait, 2016). La activación de las 
caspasas efectoras conlleva a una serie de eventos como lo es la translocación y 
activación de CAD (caspase-activated DNase) o DFF en humanos (DNA Fragmention 
Factor), lo cual induce la  fragmentación nuclear, además de que se bloquea la función 
de PARP1 (Poly(ADP-ribosylation) como enzima reparadora de DNA (D’Amours, 
Sallmann, Dixit, & Poirier, 2001) y se induce la fosforilación de la histona H2AX que 
inicia la  condensación de la cromatina (Rybaczek & Maszewski, 2007), se produce la 
disrupción de los filamentos de actina, se activa XRP8 (Xk-related protein 8) que induce 
la degradación  y pérdida de la asimetría lipídica de la membrana lo que produce la 
translocación y exposición de la fosfatidilserina a la membrana celular externa (G. 
Koopman, C.P.M. Reutelingsperger, G.A.M. Kuijten, R.M.J. Keehnen, S.T. Pals, 1994; 
Mariño & Kroemer, 2013), y finalmente se induce la perdida de la permeabilidad de la 
membrana plasmática  y por ende la célula muere.  
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Figura 12. Vía intrínseca y extrínseca de la apoptosis. La vía intrínseca se activa a través de 
daño al DNA o factores internos como estrés. Esto conlleva a la activación de BAX y BAK 
induciendo la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa (MOMP) lo cual libera 
citocromo C y proteínas SMAC. El citocromo C, APAF-1 y procaspasas 9 se unen formando el 
apoptosoma. Por otra parte SMAC/Diablo bloquea XIAP, lo que permite que al apoptosoma 
activar caspasa 9 y a su vez caspasa 3 y 7. La vía extrínseca se activa a través de receptores de 
muerte (TRAIL o FAS) los cuales se unen a una proteína adaptadora (FADD) que al unirse a 
procaspasa 8 o 10 forma el complejo DISC el cual activa caspasa 8 o 10. Este puede activar 
caspasa 3 y 7 directamente o activar Bid y desencadenar la vía intrínseca (Tomada de Ichim & 
Tait, 2016).  
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3.4.1.1.3 Vía extrínseca  
La vía extrínseca de la apoptosis involucra la participación de  interacciones mediadas 
por receptores transmembranales conocidos como receptores de muerte y sus ligandos 
(Tabla 7) (Pérez, Alarcón-, Almanza-pérez, & López-díaz, 2010; Wajant & Scheurich, 
2011). Una vez que el ligando se une al receptor de muerte ocurre la trimerización del 
receptor, lo que produce la asociación de a una proteína adaptadora llamada  FADD 
(FAS-associated death domain Protein) por medio de dominios de muerte (DD). A su 
vez FADD posee dominios efectores de muerte o DED (domains effector death), cuya 
dimerización causa la interacción con procaspasa 8, la cual se encuentra unida con c-
FLIP (cellular FLICE inhibitory Protein) una proteína con una estructura muy similar a 
la procaspasa que no cuenta con una región catalítica (Figura 13) (Oberst & Green, 
2011). FADD se une a procaspasa 8 y permite que ocurra el proceso de auto catálisis, lo 
cual activa caspasa 8  y forma el complejo de señalización de la muerte inducida o DISC 
(death inducing signaling complex)  (J. W. Kim, Choi, & Joe, 2000). Una vez activa, la 
caspasa 8 puede directamente activar a las caspasas 3 y 7 o cortar y activar a Bid, una 
proteína pro-apoptótica BH3, que conduce a la activación de BAX y BAD y 
consecuentemente la activación de la vía intrínseca de apoptosis (Figura 11) (Ichim & 
Tait, 2016). 
 
Tabla 7. Receptores de muerte y ligandos. 
 
Receptor Ligando Adaptadora 
CD95, FAS  o 
(APO1) 
FASL FADD 
TNFαR1 TNRα TRADD, TRAF2 
DR3 o TNFRSF25 TNF-like protein 1A FADD, TRADD 
DR4 o TRAIL 
receptor 1 
TNFSF10/TRAIL FADD 
DR5 o TRAIL 
receptor 2 
TRAIL FADD 
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Figura 13. Activación de Caspasa 8. Cuando ocurre la interacción de un receptor de muerte, su 
ligando, y FADD la procaspasa 8 se une y forma el complejo DISC. Sin embargo, en presencia 
de cFLIP  (cellular FLICE inhibitory Protein) la procaspasa 8 no puede ser dimerizada ya que 
cFLIP comparte una estructura similar a la procaspasa 8 (A). Una vez el estímulo aumenta,  
cFLIP es reemplazado por otra procaspasa 8 (B) lo que facilita la dimerización (C) y activación 
de caspasa 8 (D) (Modificado de (Oberst & Green, 2011).  
Por otro lado, la caspasa 8 puede inducir apoptosis a través de TNFR1 (TNF-receptor 1) 
(Micheau & Rg Tschopp, 2003). Una vez que el TNFR1 es activado mediante la unión 
de su ligando, este recluta múltiples proteínas para formar estructuras conocidas como 
complejos. El complejo 1 está formado por TRADD, TRAF1, RIPK1 (Receptor 
Interacting Protein Kinase 1) y promueve señales de supervivencia y conlleva a la 
activación del factor de transcripción NF- κB. El complejo II involucra la participación 
de TRADD, TRAF2, FADD y caspasa 8 (Belizario, Vieira-Cordeiro, & Enns, 2015). 
Una vez que  RIPK1 es desubiquitinizada por CYLD  (cylindromatosis) (Galluzzi et al., 
2014),  en su región Lys63-Ub (Lys63-linked polyubiquitination), crucial para la 
activación de proteínas inhibidoras de apoptosis (IAPs) y MAPK (mitogen-activated 
protein Kinases), se promueve la conversión del complejo I al complejo II, lo que activa 
caspasa 8 e induce la muerte celular por apoptosis. Si caspasa 8 es bloqueada por cFLIP 
se forma un heterodímero que permite las modificaciones post-traduccionales asociadas 
a CIAP1 y CIAP2  (cellular inhibitor of apoptosis proteins 1 -2) lo cual inhibe la 
activación de la apoptosis. Por otro lado, si aumenta la expresión de RIPK3 (Receptor 
Interacting Protein Kinase 3) se activa el complejo IIb (ripoptosoma), y si cFLIP es 
A B D C 
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disociada de la procaspasa 8, RIPK1 y RIPK3 se bloquean y la célula muere por 
apoptosis, si cFLIP inhibe caspasa 8 y RIPK3 se une a MLKL, se forma el necrosoma y 
ocurre la muerte celular por necroptosis (Figura 14) (Han, Zhong, & Zhang, 2011). La 
muerte celular por necroptosis se detallará más adelante en el capítulo de muerte celular 
independiente de caspasas.   
 
Figura 14. Complejo TNFR1. El complejo I de TNFR1 conlleva a la supervivencia celular a 
través de la activación de MAPKs y NF- κB. Una vez que RIPK1 es ubiquitinizada la caspasa 8 
es activada y promueve la conversión del complejo I en complejo II, lo que induce la muerte por 
apoptosis. Si caspasa 8 es inhibida por cFLIP y se activa RIPK3 se induce la formación del 
necrosoma y muerte por necroptosis (Tomada Han et al., 2011).  
 
3.4.1.1.4 Piroptosis.  
La piropotosis es un tipo de muerte celular especializada que involucra la dependencia 
de  caspasa 1 y que se encuentra principalmente en células neuronales, células 
dendríticas y macrófagos, su nombre deriva del griego Pyros, calor.  (Lamkanfi, 2011). 
Este tipo de muerte es accionado mediante la interacción de patógenos con receptores de 
tipo NLRs (nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors) como NLRC4 
(NLR family CARD domain-containing protein 4), NLRP3 y AIM2 ( absent in 
melanoma 2),  dependiendo del tipo de microorganismo   (Kawai & Akira, 2009) los 
cuales son encargados de formar una estructura multi-proteica llamada inflamosoma a 
través de la unión de sus dominios CARD o PYD (Pyrin domain) con las regiones 
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CARD de procaspasa 1  (Bergsbaken, Fink, & Cookson, 2010). Una vez que se activa 
caspasa 1 se recluta caspasa 7 y se lleva a cabo el proceso de muerte celular a través de  
lisis osmótica debido a una hinchazón de la célula, lo cual provoca una liberación del 
contenido intracelular y liberación de patrones moleculares asociados a daño o DAMP 
(Damage-associated molecular pattern molecule).  Este tipo de comparte varias 
características con la apoptosis como la condensación nuclear, fragmentación del DNA. 
Se ha demostrado que ambas son positivas a marcaje con Anexina V y Yoduro de 
propidio, sin embargo en la apoptosis la Anexina V se une a la fosfatidilserina la cual se 
encuentra expuesta en la membrana plasmática y en el caso de la piroptosis la Anexina 
V entra por poros en la membrana uniéndose a la fosfatidilserina que se encuentra en el 
interior (Bergsbaken et al., 2010; G. Koopman, C.P.M. Reutelingsperger, G.A.M. 
Kuijten, R.M.J. Keehnen, S.T. Pals, 1994).  
 
Otro tipo especializado de muerte celular regulada dependiente de caspasas es la 
conrnificación la cual ocurre en células de la piel. Esta consiste en las descamación, 
hinchazón y queratinización de la célula por mecanismos moleculares similares a la 
apoptosis. Se caracteriza por una liberación abrupta al espacio extracelular de proteasas, 
nucleasas y transaminasas (Eckhart, Lippens, Tschachler, & Declercq, 2013).  
 
3.4.2 Muerte celular independiente de caspasas  
La muerte celular regulada independiente de caspasas (MCR-IC) se divide 
principalmente en dos subtipos: autofagia y necrosis regulada. Ambas se caracterizan 
por poseer una maquinaria especializada que desencadena los eventos de manera 
controlada y sistematizada sin que se vea involucrada la participación de caspasas 
(Belizario et al., 2015). Entre estos tipos de muerte existen muchas características 
morfológicas diferentes. Por un lado, la autofagia se caracteriza por la formación de una 
gran cantidad de vacuolas llamadas fagolisosomas los cuales son cuerpos 
citoplasmáticos formados a partir de la unión de un fagosoma y un lisosoma (Y. Liu & 
Levine, 2015). Por otro, la necrosis regulada posee características muy similares a la 
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necrosis, por lo que por mucho tiempo fue llamada necrosis, utilizado el término como 
sinónimo (Galluzzi et al., 2014). Este a su vez incluye muchos tipos de muerte como lo 
son:  necroptosis, partanatos, oxytosis, ferroptosis, NETosis, Pironecrosis dependiente 
de Ciclofilin D o CYPD (cyclophilin D) (Tabla 8) (Vanden Berghe et al., 2014).  
3.4.2.1 Autofagia  
La autofagia es un proceso catabólico que se encarga de la degradación de organelos y 
componentes citoplasmáticos a través de estructuras en forma de vesícula de doble 
membrana diseñadas para la degradación de varios constituyentes incluidos organelos 
citoplasmáticos llamadas autofagosolisosomas. Éstos se forman a través de la fusión de 
lisosomas y fagosomas por un proceso que es activado en condiciones de inanición 
celular asociada a deficiencia de nutrientes, condiciones de hipoxia y altas temperaturas  
como un sistema pro-supervivencia (Xu et al., 2013). Este proceso se divide en varias 
fases: aislamiento, elongación, y degradación, los cuales requieren de la formación e 
interacción de diversos complejos como  complejo UL1K, Beclina1-VPS34-complejo 
PI3K clase III,  Atg9-Atg2-Atg18  y  Atg5-Atg12-Atg16 and Atg8/LC3.  
El mecanismo de autofagia se induce a través de la deficiencia de aminoácidos, lo cual 
promueve la activación de vías de señalización como fosfatidil-inositol III (PI3), mTOR, 
JNK y la activación de proteínas Atg (Autophagy-related protein) como: Atg1–10, 
Atg12–14, Atg16–18, Atg29, Atg3 (Mizushima, 2007; Xu et al., 2013). La fase de inicio 
y aislamiento requiere la formación de PAS (pre- autophagosomal structure) a través de 
la unión de diversos complejos proteínicos como el complejo Atg13-ULK-FIP200 (Roy 
& Debnath, 2010) y Atg9L1 y Atg12 (Shibutani, Saitoh, Nowag, Munz, & Yoshimori, 
2015). Ambos requieren del ensamble del complejo beclina 1 - Vps30 (vacuolar protein 
sorting 30) y la subunidad de clase III de fosfatidil-inositol 3, localizados en el retículo 
endoplásmico, así como la acumulación en el retículo endoplásmico de Atg14, SNARE 
(soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor–attachment protein receptor’), Atg2  y 
proteínas de la familia WIPI para formar el complejo Atg14L (Proikas-Cezanne & 
Pfisterer, 2009). Estas a su vez  interactúan con el complejo Atg12, Atg16, Atg5 
(Walczak & Martens, 2013) y sistema LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 
3) (Shibutani et al., 2015), lo que permite la elongación y aislamiento de la vesícula. 
32 
 
Finalmente LC3 es asociado Atg 8 lo que forma el complejo LC3 II o LCR-PE ( LC3- 
phosphatidylethanolamine) que permite la fusión con el lisosoma (Figura 15) (Xu et al., 
2013).  
 
Figura 15. Autofagia.  Un proceso de inanición conlleva a la formación del autofagolisosoma 
mediante el reclutamiento de complejos multi-proteicos como ULK-FIP200 y ATG9L que a su 
vez requieren del ensamble de Beclina-1 VAPS15 y la subunidad de clase III de PI3 que forman 
el PAS (pre-autophagosomal-structure). Posteriormente para el proceso de elongación y 
aislamiento requiere del complejo Atg16L1 que involucra la participación de otras Atg y que 
conlleva a la activación del sistema LC3, el cual aísla las membranas del autofagosoma (Tomada 
de Shibutani, Saitoh, Nowag, Munz, & Yoshimori, 2015).  
Dentro de la autofagia existe un subtipo llamado autosis, el cual está asociado 
específicamente a procesos de muerte celular, es muy similar bioquímicamente a la 
señalización pro-supervivencia pero difiere en características morfológicas como lo es 
una ruptura plasmática focal, moderada condensación de cromatina, adelgazamiento 
nuclear e hinchazón mitocondrial, una mayor cantidad de autofagolisosoma y una 
dependencia de la enzima Na+, K+ - ATPasa (Y. Liu & Levine, 2015). También se 
sugiere la clasificación de autofagia en diversos subtipos, llamando a la autofagia 
anteriormente descrita, como macroautofagia, un tipo de autofagia no selectiva que 
involucra la autosis. Por otro lado, la autofagia selectiva abarca diversos tipos de 
autofagia específicos como pexofagia (peroxisomas), erfagia (retículo endoplásmico),  
ribofagia (ribosomas), lipofagia (lípidos), y mitofagia (mitocondrias) (Ding & Yin, 
2012).  
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La autofagia a su vez también está implicada en la regulación de otras vías de muerte 
celular, ya que se ha observado que ésta puede regular la inhibición de apoptosis a través 
de la unión de dominios BH3 de proteínas anti apoptóticas como Bcl-2, Bcl-xL y 
beclina-1 (Mizushima, 2007). Así como también la apoptosis puede inducir la autofagia 
mediante la interacción de caspasas y proteínas pro-autofágicas como Atg5 y Atg 12 
(Yousefi et al., 2006).  Por otro lado se ha observado que la autofagia puede inhibir 
necroptosis al degradar RIPK1, así como también promoverla mediante la formación del 
necrosoma-autofagosoma por la unión de Atg5-FADD/RIPK1/RIPK3 (Y. Liu & Levine, 
2015; Nikoletopoulou, Markaki, Palikaras, & Tavernarakis, 2013). Sin embargo, otro 
motivo de controversia es que en algunos estudios demuestran que la autofagia sólo está 
presente en estadios de agonía temprana y que depende de otros mecanismos de muerte, 
lo que difiere con la definición de autosis, por lo que existe una disyuntiva en el uso de 
este término como un tipo de muerte celular propiamente. La NCCD ha descrito la 
autofagia como un término que implica un tipo de muerte celular que puede ser inhibida 
al utilizar inhibidores de autofagia, (Y. Liu & Levine, 2015).  
 
3.4.2.2 Necrosis regulada  
La necrosis regulada es un tipo de muerte celular que al igual que la dependiente de 
caspasas (apoptosis, piroptosis) posee una maquinaria que con lleva de manera 
sistemática al proceso de muerte y que difiere de la autofagia por sus características 
morfológicas (Belizario et al., 2015). Existen diversos tipos de necrosis regulada,  la más 
estudiada de ellas es la necroptosis, la cual se divide en vía intrínseca y extrínseca.  
3.4.2.2.1 Necroptosis 
La necroptosis  posee características morfológicas similares a la oncosis (necrosis no 
regulada) pero a diferencia de ésta, la necroptosis posee un alto sistema de regulación 
dependiente de proteínas RIP (Receptor-interacting serine/threonine-proteín kinase), ésta 
puede ser clasificada en extrínseca e intrínseca.  
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3.4.2.2.2 Vía extrínseca  
La vía extrínseca requiere de un estímulo externo a través de receptores TNF como 
TRAIL, FAS, TWEAK, (Galluzzi et al., 2014), y la formación del complejo I, el cual 
requiere la participación de moléculas, como TRADD (TNF receptor 1-associated death 
domain) TRAF1 (TNF receptor (TNFR) associated factor), RIPK1 (Receptor Interacting 
Protein Kinase 1). Como se mencionó anteriormente en el apartado de apoptosis 
extrínseca, caspasa 8 puede inducir apoptosis a través de la disociación de RIPK1 y 
RIPK3 y degradación de IAPs (complejo IIa) o por la formación del ripoptosoma y la 
presencia de cFLIP (complejo IIb) (Han et al., 2011; Mahoney et al., 2008; Tenev et al., 
2011). Cuando caspasa 8 se encuentra inhibida, RIPK1 y RIPK3 son auto y 
transfosforiladas, lo  que activa proteínas como CrmA (cytokine response modifier 
protein A) o vIRA (viral inhibitor of RIP activation) y MLKL (mixed lineage kinase 
domain-like) lo  conlleva a la formación de microfilamentos y un complejo llamado 
necrosoma (Figura 16) (Galluzzi et al., 2014). MLKL es la responsable de que la célula 
adquiera el fenotipo de muerte celular accidental debido a que produce una alteración en 
la continuidad de la membrana plasmática al formar poros y canales por donde el flujo 
de Na+ aumenta dentro de la célula, conduciendo a un desbalance en la presión osmótica 
que conlleva a una gran entrada de Ca2+ que provoca la pérdida de la función 
mitocondrial y la consecuente liberación de especies reactivas del oxígeno (ROS por sus 
siglas en inglés reactive oxygen species), provocando un colapso en el gradiente 
electroquímico que afecta la cadena transportadora de electrones. Todo esto finalmente 
conduce a la pérdida irreversible del potencial de membrana mitocondrial, lo que 
conlleva a una hinchazón de la célula y la expulsión de moléculas altamente 
inmunogénicas llamadas DAMPs o patrones moleculares asociados a daño  y contenido 
intracelular al espacio extracelular (Belizario et al., 2015).  
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Figura 16. Complejo IIa, Complejo IIb (ripoptosoma) y necrosoma. El complejo IIa o 
TRADD dependiente induce apoptosis a través de la disociación de RIPK1. El complejo IIb o 
ripoptosoma depende de la presencia de RIPK1, la cual en ausencia de FLIP activa caspasa 8, 
induciendo apoptosis. El necrosoma se activa en presencia de RIPK1, RIPK3 y MLKL 
(Modificado de Vanden Berghe et al., 2014).  
 
3.4.2.2.3 Vía intrínseca 
La vía intrínseca requiere de la interacción de PGAM5L y PGAM5S, dos proteínas 
fosfatasas que causan la activación de Drp1 (dynamin-related Protein 1) y su 
traslocación a la mitocondria independiente de RIPK1 y RIPK3, a través de procesos 
oxidativos TBH (tert-Butyl hydroperoxide)  (Z. Wang, Jiang, Chen, Du, & Wang, 
2012). Este proceso de fusión es regulado a su vez por MFN-1 y MFN-2 (mitofusin-1 y 
mitofusin-2) y OPA1 (optix atrohphy 1). Drp1se une a Fis1 y Mff e induce 
fragmentación mitocondrial, sin embargo el citocromo c no es liberado como en la 
apoptosis (Belizario et al., 2015). 
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Tabla 8. Tipos necrosis regulada emergentes. 
Necrosis 
reguladas 
emergentes 
Características 
 
Ferroptosis 
 
 
Este tipo de muerte se produce por una falla en el sistema Xc-Cys/Glu que no 
permite la quelación del hierro intracelular mediante un aumento en  la producción 
de  ROS a través de la inhibición de glutatión (GSH) y pérdida de a función de 
GPX4, lo que genera estrés oxidativo, peroxidación de lípidos, entrada de Ca2 y 
muerte celular. 
 
Oxytosis  
Este tipo de muerte  se produce cuando el sistema Xc – Cys/Glu es inhibido por un 
exceso de Glu, lo que reduce los niveles intracelulares de ICys requeridos para la 
síntesis de glutatión (GSH),  y activa 12 y 15 lipoxigenasa (LOX12) y LOX15 e 
inicia una producción de ROS, lo que produce un incremento en el GMP cíclico, 
abriendo canales de cGMP en la membrana plasmática  permitiendo la entrada de 
Ca2 posteriormente se activa de la cascada de catepsinas-calpainas, lo que induce 
permeabilización de la membrana lisosomal o LMP (lysosomal membrane 
permeabilization). 
 
Partanatos  
Este tipo de muerte involucra la participación de PARP1 (Poly (ADP-ribose) 
polymerase), una enzima que transfiere grupos ADP-ribosa, la cual es inactivada 
durante la apoptosis. PARP1 induce la liberación de tAIF (truncated apoptosis-
inducing factor) en la memebrana mitocondial externa, lo que es asociado al 
desbalance en la producción de ROS y Ca2. 
 
NETosis  
NOX1 es un metabolito de la familia NOX (NADPH oxidase family) que induce 
producción de ROS principalmente en neutrófilos, eosinófilos y células cebadas. 
La producción de ROS induce la liberación de  NET (neutrophil extacellular traps) 
los cuales están compuestas de resto de cromatina e histonas, se considera un tipo 
de ETosis, sin embargo esta no requiere activación de caspasas ni actividad de 
RIPK1. 
 
Pironecrosis Este tipo de muerte celular es Independiente de caspasa 1 y 11, pero dependiente 
del componente ASC (apoptosis-associated speck- like protein containing a 
CARD) del inflamosoma y de la proteína CTSB (cathepsin B), lo que resulta en la 
liberación de citocinas pro-inflamatorias y del mediado HMGB1 (high mobility 
group box 1) proceso que resulta en la muerte celular. 
 
CYPD Ciclofilin D regula la apertura de canales en la transición de le permeabilidad 
mitocondrial o MPT (Mitochondrial permeability transition) facilitando la 
translocación de NAD de la memebrana interna mitocondrial al citoplasma, lo que 
induce una liberación de calcio del retículo endoplásmico y producción de ROS. 
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 Figura 17. Tipos de muerte celular y sub tipos de muerte celular.  
 
3.4.3 Muerte celular y cáncer  
Como se ha mencionado a lo largo de estos capítulos, la resistencia a la  muerte celular 
regulada es una de las características más importantes implicadas en la resistencia de las 
terapias convencionales quimioterapéuticas (Martinez-Torres et al., 2015; Schmidt et al., 
2004).  Esta resistencia es ocasionada principalmente a mutaciones en proteínas que 
regulan  la apoptosis como FAS, TRAIL, p53, proteínas de la familia Bcl-2, caspasas 
(Hassan et al., 2014; Otten, van Ginkel, Hagenbeek, & Petersen, 2004; Willers et al., 
2013). Así como sobre expresión de IAP y otras proteínas anti-apoptoticas (Hassan et 
al., 2014). Por lo que es necesario encontrar alternativas y terapias complementarias que 
nos permitan evadir este mecanismo de resistencia.  
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3.5 Nanopartículas de oro.  
Las nanopartículas de oro son estructuras metálicas con un diámetro que oscila entre 1 y 
100 nanómetros (X. Huang & El-Sayed, 2010), Poseen características físico-químicas 
que las convierten en nanomateriales altamente rentables en diversas áreas de 
investigación (A. Wang et al., 2014). Entre sus áreas de estudio se encuentra la 
electrónica, mecánica y recientemente el área biomédica (Radhakrishnan, Suni, Bever, 
& Hammock, 2014), donde se ha observado que poseen distintas aplicaciones debido a 
su estructura, su fácil síntesis y su agente de superficie  (A. Wang et al., 2014). Dentro 
de sus propiedades biológicas se ha reportado su efecto sobre  microorganismos 
patógenos resistentes a fármacos antimicrobianos (Li et al., 2014), además de que 
poseen una estructura que les permite ser cargadas con cualquier tipo de ligando 
(anticuerpos, péptidos, DNA, grupos funcionales) (Subinoy Rana, Avinash Bajaj, Rubul 
Mout, 2013), así como también una alta biocompatibilidad con el tejido sano (Murugan, 
Anthony, Jeyaraj, Rathinam, & Gurunathan, 2014), lo que ha permitido que éstas puedan 
ser utilizadas en modelos biológicos.  Recientemente se ha visto que poseen un potencial 
efecto antitumoral el cual depende de diversas características, una de ellas es su efecto 
fotoconductor (X. Huang & El-Sayed, 2010), su capacidad de distribuirse en regiones 
anatómicas de difícil acceso como la médula ósea  (Sukhija, Kamath, Babshet, Srikanth, 
& Bajoria, 2015), así como también la capacidad de inducir muerte celular regulada en 
algunos tipos de células tumorales dependiendo de su tipo de síntesis, tamaño y agente 
de superficie (M. Liu et al., 2013), lo que las convierte en una alternativa para el 
desarrollo de nuevos tratamientos contra el cáncer (Jain, Hirst, & O’Sullivan, β01β).  
3.5.1 Síntesis. 
Los métodos de síntesis de nanopartículas se agrupan en dos categorías, las 
aproximaciones «de arriba hacia abajo» y las «de abajo hacia arriba». La primera 
consiste la reducción de sólidos en porciones más pequeñas mediante diversos procesos 
como: evaporación térmica, depósito químico en fase vapor, preparación de clusters 
gaseosos, implantación de iones, molienda de partículas, los cuales requieren de 
instrumentos complejos, complicados y costosos. Por otro, lado los métodos «de abajo 
hacia arriba» consisten en la elaboración de nanopartículas a través de dos formas: 
39 
 
división de sólidos mediante volatilización  y condensación en fase gaseosa y soluciones 
(Zanella, 2012).  La síntesis química, coloidal o método de Turkevich es un tipo de 
condensación en solución, la cual consiste en la integración de un agente precursor 
metálico de baja concentración en una solución acuosa a temperatura de ebullición del 
agua, junto con un agente reductor y un agente estabilizador (Kimling et al., 2006). 
Como agente precursor se utiliza el ácido tetracloroaurico [H (AuCl4)] y como agente 
reductor pueden utilizarse diversos agentes químicos ya sea de estructura orgánica o 
inorgánica como lo son el  ácido cítrico y sus respectivas sales principalmente, 
formaldehído, solución acuosa de metanol, clorhidrato de hidroxilamina, borohidruro de 
sodio, peróxido de hidrógeno, glucosa, fósforo, monóxido de carbono, hidrógeno, entre 
otros, participan en el proceso de óxido-reducción; y agentes protectores que actúan 
como estabilizantes, principalmente el poli etilenglicol (PEG), el alcohol polivinílico 
(PVA), poliacrilato de sodio, y polivinilpirrolidina (PVP) (Corzo Lucioni, 2012). Las 
características fisicoquímicas de las nanopartículas de oro son de crucial importancia ya 
que se ha observado en diversos estudios que la actividad biológica de las AuNP 
depende de su estructura, tamaño y forma, las cuales se han visto directamente 
dependientes de la concentración del agente precursor y de la naturaleza del agente 
reductor (Jain et al., 2012; Paino et al., 2012; Verma, Singh, & Chavan, 2014).  
3.5.2 Uso de nanopartículas de oro y cáncer. 
Como se mencionó anteriormente, el cáncer es una enfermedad multifactorial que posee 
muchos mecanismos con los cuales inhibe la acción de las quimioterapias. En estudios 
recientes se ha observado que las nanopartículas de oro  reducidas con citrato de sodio 
con un tamaño entre 5 a 100 nm son capaces de inducir efectos sobre metástasis, al 
regular proteínas como SNAIL, E-Cadherina, Vimentina, Twist, las cuales están 
asociadas a un proceso llamado transición epitelio mesenquimal (MET) que perímete a 
la célula desprenderse y migrar  (Arvizo, Saha, Wang, Robertson, & Bhattacharya, 
2013). Otra de sus características es que AuNP sintetizadas a base de PEG como agente 
reductor con un tamaño entre 5 a 50 nm  son capaces de inhibir vías de señalización de 
proliferación como PI3/Akt, a su vez se ha observado que estas  son capaces de 
sensibilizar a las células tumorales a las quimioterapias convencionales (Kaushik et al., 
2016). Otro de los mayores problemas en el tratamiento de algunos tipos de cáncer es la 
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dificultad que existe de administrar los tratamientos y que éstos lleguen hasta su sitio 
diana, esto principalmente debido a la naturaleza del fármaco o a las condiciones 
fisiológicas y anatómicas. En otro ensayo se observó que el uso de AuNP de uso 
comercializado (West Chester, PA, USA) entre 20 y 100 nm son estables en el pH 
sanguíneo, no inducen citotoxicidad en riñón, ni en hígado al inyectarse vía endovenosa 
(J. H. Kim, Kim, Kim, Kim, & Yu, 2009), además de que AuNP sintetizadas con 
dietilipolicarbonato poseen una gran resistencia a enzimas (Dwight S. Seferos, Andrew 
E. Prigodich, David A. Giljohann, Pinal C. Patel & Proximity, 2011) y que AuNP con 
PEG de 5 nm pueden llegar a regiones anatómicas de difícil acceso como cabeza, cuello 
(Sukhija et al., 2015) y hueso, además de que AuNP reducidas con citrato en un tamaño 
de20 nm favorecen la regeneración de este mediante la inducción de ontogénesis (Yi, 
Liu, Fong, Zhang, & Yang, 2010), por lo que podrían ser de utilidad en algunos tipos de 
cáncer que derivan de daños en la médula ósea como las leucemias. A su vez, éstas 
tienen una gran capacidad como acarreadores de fármacos lo que permite llevar a cabo 
terapias al cargadas con anticuerpos  (Eck et al., 2008), DNA, o péptidos (Jain et al., 
2012). Otra de sus características es que pueden ser utilizadas para diagnóstico mediante 
imagen, al ser macadas y dirigidas contra el tumor (Reuveni, Motiei, Romman, 
Popovtzer, & Popovtzer, 2011). Sin embargo, una de sus propiedades de mayor interés 
es la inducción de muerte celular.  
3.5.3 Nanopartículas de oro y su efecto sobre la muerte celular.  
Una de las más importantes características de las células cancerosas es su capacidad de 
evadir la muerte celular ya que está directamente relacionada con la carcinogénesis, 
resistencia a los tratamientos, y reincidencia de los tumores  (Gemma Kelly, 2007). En la 
actualidad, la mayor aplicación experimental de AuNP sobre la inducción de muerte 
celular  e inhibición de crecimiento tumoral es  mediante el uso de sus propiedades 
fototérmicas. En diversos estudios se ha demostrado que las AuNP sensibilizan a las 
células cancerosas debido a que éstas absorben la radiación, potencializando su efecto 
citotóxico debido a la hipertermia, reduciendo considerablemente el tamaño del tumor 
(Abadeer & Murphy, 2016; X. Huang & El-Sayed, 2010), además de que pueden inducir 
la muerte mediante mecanismos regulados o de forma accidental (Abadeer & Murphy, 
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2016). Por otra parte se observado que las AuNP desnudas pueden inducir diferentes 
mecanismos de muerte celular. Estudios realizados en algunas líneas celulares de cáncer 
concluyen que las AuNP pueden inducir apoptosis a través de la regulación de mRNA 
de p53, bax, Caspasa 8 y 9, así como genes bcl-2 y anti-apoptóticos (Baharara et al., 
2016; M. Liu et al., 2013; Selim & Hendi, 2012). En otros se ha observado que pueden 
inducir muerte de forma necrótica o necrosis regulada como necroptosis o autofagia 
(Chueh, Liang, Lee, Zeng, & Chuang, 2014; M. Liu et al., 2013; Pan et al., 2009), 
mediante su capacidad para aumentar la producción de especies reactivas de oxígeno  e 
inducir daño en la membrana mitocondrial (M. Liu et al., 2013; Pan et al., 2009; 
Piryazev, Azizova, Aseichev, Dudnik, & Sergienko, 2013). Otra de sus propiedades es 
su capacidad de inducir  muerte en células madre cancerosas o CSC (cancer stem cell).  
Se demostró que nanopartículas conjugadas con antineoplásicos tienen un efecto 
citotóxico en CSCs y reducen a su vez la capacidad enriquecedora del microambiente 
tumoral así como la iniciación de la actividad tumoral (Kaushik et al., 2016). 
3.5.4 Interacción entre  AuNP y las células.  
Como se mencionó anteriormente, los efecto biológicos de las AuNP dependen 
principalmente del tipo de síntesis, el agente precursor y su agente reductor (Xia, 
Kovochich, Liong, Zink, & Nel, 2008b). Recientes estudios evaluaron el tipo de 
interacción entre AuNP en  células sanas y tumorales, donde se observó que las AuNP 
difieren de su capacidad de penetración y afinidad a la célula dependiendo del tipo de 
célula, concentración y tipo de agente reductor empleado para su síntesis (Connor, 
Mwamuka, Gole, Murphy, & Wyatt, 2005). Demostrando que las AuNP tienen menor 
penetración en células sanas, así como menor efecto citotóxico (Boyles et al., 2015; 
Paino et al., 2012), y que las de un tamaño  menor a 10 nm penetraban más rápido a 
células cancerosas (Xia et al., 2008), así como también tienen un mayor efecto 
citotóxico dependiente de la concentración y porcentaje de penetración (Arvizo et al., 
2013; Xia, Kovochich, Liong, Zink, & Nel, 2008a). También se observó que AuNP de 
un tamaño menor a 50 nm son capaces de entrar a la célula mediante endocitosis 
mediada por proteínas tipo caveolas, mientras que AuNP de alrededor de 100 nm entran 
mediante receptores tipo clatrina, lo que puede determinar el efecto que inducen en la 
célula, así como el tipo de transporte y localización (Xia et al., 2008), el cual puede ser 
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mediante endosomas, lisosomas, o en endosomas multivesiculares o MVBs 
(multivesicular body) (Oh & Park, 2014; Xia, Kovochich, Liong, Zink, & Nel, 2008).  
Por otro lado, se observó que en células fagocíticas las AuNP con un tamaño mayor a 
100 nm entran por fagocitosis, pinocitosis o macropinocitosis, y son eliminadas por 
exocitosis mediante secreción en vesículas, sin vesículas, y por lisosomas (Figura 18) 
(Chithrani & Chan, 2007; Oh & Park, 2014). En otros estudios se vio que las AuNP 
pueden formar complejos de mayor de tamaño al interactuar con el medio de cultivo 
celular o el plasma (Maiorano et al., 2010), formando una corona de proteínas que 
determinan el tipo de interacción con la célula y la vía de entrada (Cheng et al., 2015). 
Las AuNP que poseen una corona de proteínas de menor grosor son las que poseen 
mayor penetración y citotoxicidad, esto está relacionado con el tipo de medio de cultivo 
en donde son suspendidas y el tipo de agente reductor. Las AuNP sintetizadas a partir de 
agentes reductores catiónicos son las que tienen mayor penetración y citotoxicidad en 
células cancerosas, así como mayor biocompatibilidad y menor efecto citotóxico en 
células sanas (Boyles et al., 2015; Paino et al., 2012; Xia et al., 2008).  
,  
Figura 18. Vías de interacción de células y nanopartículas. Las AuNP pueden interactuar con 
la célula mediante receptores clatrina o caveolina en nanopartículas menores a 100 nm. 
Partículas de un tamaño mayor a 100 nm se ha observado que pueden penetrar en la célula vía 
fagocitosis, macropinocitosis, pinocitosis, además de que son transportadas mediante endosomas 
o liposomas y eliminadas mediante exocitosis a través de vesículas o secreciones no relacionadas 
a vesículas  (Modificado de Oh & Park, 2014).  
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3.6 Quitosano 
El quitosano es un polisacárido de carácter catiónico producto de la desacetilación 
parcial de la quitina (Colina et al., 2014), la cual se encuentra de forma abundante en la 
naturaleza, principalmente en la pared de algunos crustáceos y hongos (Younes & 
Rinaudo, 2015). Posee una estructura formada por dos cadenas lineales de monómeros 
glucopiranosas unidas por enlaces ȕ glucanos (Poli [ȕ-(1-4)-2 acetamida-2-desoxi-D-
glucopiranosa] o N-acetil-D-glucos-2-amina) (Zargar, Asghari, & Dashti, 2015). Este 
polímero una vez sometido a un proceso de desacetilación química, en  condiciones de 
alta temperatura (> 60°) y medio alcalino (NaOH), pierde el grupo acetoamida del 
carbono número 2, dejando un grupo amino (Figura 19) (Colina et al., 2014). Debido a 
que el quitosano posee una estructura con una gran similitud a la celulosa, el 
biopolímero más abundante localizado en la pared de las células vegetales, éste posee 
una alta biocompatibilidad (Gacén & Gacén, 1996). El peso molecular, el grado de 
desacetilación y su distribución afectan las propiedades físicas y químicas del quitosano 
(Sun et al., 2009; Tsaih & Chen, 1999), como la versatilidad, la cual depende de la alta 
reactividad química y la distribución de los grupos amino, al igual que la solubilidad, ya 
que el quitosano es insoluble en agua, por lo que requiere la protonación de los grupos 
amino libres, lo cual permite el cambio de sal a solución (Rinaudo, Pavlov, & 
Desbrières, 1999). Otra de las características del quitosano es que su carga positiva 
permite la solubilidad en medios ácidos y en soluciones neutras, así como también le 
otorga una capacidad bioadhesiva que le permite ligarse a las superficies cargadas 
negativamente tales como las membranas mucosas, lo que facilita el transporte de 
principios activos polares a través de las superficies epiteliales, convirtiéndolo en un 
material biocompatible, estable, y biodegradable (Zargar et al., 2015). 
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Figura 19.  Estructura de la quitina y quitosano.  La quitina posee un grupo acetoamida en el 
carbono 2, el cual es sustituido por un grupo amino en condiciones de alta temperatura y medios 
alcalinos, proceso llamado desacetilación, el cual conforma la estructura del quitosano  (flechas) 
(Tomado de Zargar, Asghari, & Dashti, 2015). 
3.6.1 Aplicaciones del quitosano. 
Las aplicaciones del quitosano son abundantes, abarcan diversas áreas como la industria 
cosmética, textil, alimentaria y biológica (M. O. Kim et al., 2013). Dentro de las 
aplicaciones biológicas que posee el quitosano se encuentra su efecto como 
antimicrobiano (Kong, Chen, Xing, & Park, 2010), efecto sobre los ácidos grasos 
(Wydro, Krajewska, & Ha̧c-Wydro, 2007), un efecto modulador de la respuesta 
inmunológica (Vasconcelos et al., 2015), y propiedades antitumorales (Kumar et al., 
2014). Éste se ha empleado de forma soluble (M. O. Kim et al., 2013), o en forma de 
nanopartículas, ya sea acarreando o encapsulando fármacos (Kumar et al., 2014). En 
estos estudios se ha observado que el quitosano puede inhibir la proliferación celular por 
la inhibición de la vías de señalización como Akt, JNK, y MAPK (Boyles et al., 2015; 
M. O. Kim et al., 2013), también se ha visto que  tiene la capacidad de inhibir el 
crecimiento tumoral e inducir muerte celular regulada por apoptosis, modulando 
principalmente la expresión de  proteínas de la familia bcl-2 (M. O. Kim et al., 2013), y 
caspasa 3 (Dass & Choong, 2008). Se ha observado que el efecto citotóxico sobre 
células de cáncer no está mediado por el tipo de interacción con la célula, el cual puede 
ser mediante endocitosis mediada por receptores de membrana tipo clatrina, caveolina, o 
TLR4 (Choi et al., 2012; Garaiova et al., 2012). Por otro lado, el peso molecular y el 
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grado de desacetilación pueden determinar las propiedades biológicas como el 
porcentaje de penetración y citotoxicidad en células de cáncer (M. Huang, Khor, & Lim, 
2004).  
 
3.6.2 Quitosano y nanopartículas de oro  
Como se ha mencionado previamente, las AuNP han demostrado tener muchas 
propiedades que pueden potencializarse o reducirse dependiendo del tipo de agente 
reductor utilizado. En algunos estudios se ha utilizado el quitosano como agente 
reductor, debido a que  a que se ha observado que los reductores de carácter catiónico 
confieren una mayor citotoxicidad  en células de cáncer y mayor biocompatibilidad con 
las células sanas (Xia et al., 2008b).  Las AuNP cubiertas con quitosano han demostrado 
ser estables y seguras como biomaterial (Rampino, Borgogna, Blasi, Bellich, & Cesàro, 
2013), además han sido utilizadas como diagnóstico para medir los niveles de algunas 
sustancias en sangre, debido a sus propiedades químicas selectivas (Chen, Wang, Chen, 
Xu, & Liu, 2013), también se ha evaluado su comportamiento en alunas líneas celulares 
como de ovario de hámster, donde se ha visto que tienen bajo efecto citotóxico (Boca et 
al., 2011). Otros estudios demuestran que AuNP qts pueden regular la respuesta inmune  
a través de la expresión de mRNA de CCL2 (chemokine (C-C motif) ligand 2)  IL-1ȕ, 
TNF-α, IL-6,  IL-1ȕ y NLRPγ (NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3) 
(Boyles et al., 2015). Así como también se observó que pueden inducir muerte celular en 
una línea de cáncer de pulmón (Choi et al., 2012).  
 
 
  
46 
 
IV. JUSTIFICACIÓN 
La leucemia es un grave problema de salud pública debido a su alta tasa de 
mortalidad y morbilidad (INEGI, 2013). Se ha observado que existe un 
mayor porcentaje de personas que presentan resistencias a los tratamientos 
convencionales debido a características de las células cancerosas, 
principalmente una evasión a la muerte celular regulada (Gemma Kelly, 
2007). Diversos estudios han demostrado que tanto las nanopartículas de oro 
(AuNP) (X. Huang & El-Sayed, 2010), como el quitosano poseen potenciales 
propiedades anti tumorales (Dass & Choong, 2008). En algunos estudios se 
ha evaluado el efecto de AuNP donde se utiliza el quitosano como agente 
reductor en algunas líneas de células sanas y una línea de cáncer, obteniendo 
resultados controversiales en cuanto citotoxicidad y efectos (Boyles et al., 
2015; Choi et al., 2012).  Por lo que se en este estudio se buscó estudiar el 
efecto de la síntesis de nanopartículas de oro cubiertas con quitosano (AuNP 
qts), sobre la  muerte celular en líneas celulares de leucemia mieloide 
crónica,  k562, y leucemia linfoide aguda, Jurkat, así como también células 
mononucleares de sangre periférica (PBMC), como control. Con el fin de 
generar conocimiento y ofrecer una nueva alternativa a futuro para el 
tratamiento contra este y otros tipos de cáncer.  
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V. HIPÓTESIS 
 
las nanopartículas de oro cubiertas con quitosano inducirán muerte celular regulada 
dependiente de caspasas en células leucémicas k562 y Jurkat.  
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VI. OBJETIVO GENERAL 
 
Analizar el mecanismo de citotoxicidad inducido por nanopartículas de oro cubiertas con 
quitosano en células leucémicas k562 y Jurkat.  
 
 
6.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Obtener nanopartículas de oro cubiertas con quitosano de 10 nm.   
 Determinar el efecto sobre muerte celular y daño mitocondrial de nanopartículas 
de oro cubiertas con quitosano en líneas leucémicas k562 y Jurkat.   
 Determinar el efecto de las nanopartículas de oro cubiertas con quitosano sobre 
el ciclo celular de células en líneas  leucémicas k562 y Jurkat. 
 Evaluar el efecto de las nanopartículas de oro cubiertas con quitosano sobre 
linfocitos sanos estimulados con Concanavalina A.  
 Determinar la dependencia de caspasas en células leucémicas Jurkat y K562 
tratadas con nanopartículas de oro cubiertas con quitosano.  
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VII. METODOLOGÍA 
 
7.1 Síntesis de AuNP cubiertas con quitosano y AuNP de citrato de sodio.  
 
Se sintetizaron nanopartículas de oro cubiertas con quitosano mediante síntesis química, 
este proceso consiste en la reducción de un agente precursor (ácido cloroáurico) y un 
agente protector/estabilizador (quitosano). Para ello se utilizó quitosano peso molecular 
medio (150-700 kDa), al 2% (Sigma-Aldrich), previamente disuelto en ácido acético al 
98% y diluido en un volumen de 10 ml, esta solución fue almacenada  durante 24 horas, 
cubierto con parafilm y en agitación. Posteriormente se realizó una solución con ácido 
cloroáurico a una concentración de 2mM con una relación de 3:1, (3 ml de ácido 
cloroáurico por 1ml de quitosano), obteniendo un volumen final de 16 ml (4 ml de 
quitosano y 12 de ácido cloroáurico), este se coloca en una plancha a temperatura estable 
a 100°C +/- 5 °C durante 15 min hasta que la solución cambie a color vino, 
posteriormente se coloca la solución en una placa magnética y se deja en agitación 
cubierta con una película de parafilm durante 24 horas. Luego se diluyen las AuNP qts 
en medio de cultivo celular RPMI pH 7.4, (Roswell Park Memorial Institute médium) 
suplementado con suero fetal bovino 10% (SFB) (CORNING Cellgro®), en una relación 
1:1. Posteriormente fueron filtradas dos veces para quitar el exceso de fibras de 
quitosano y fueron caracterizadas. Para la síntesis de nanopartículas de oro utilizando 
citrato de sodio (AuNP Cs) se utilizó  una solución de citrato de sodio y una solución de 
ácido cloroáurico 2mM. El ácido cloroáurico es colocado en vaso de precipitado sobre 
una plancha precalentada a 105°C +/- 5°C  durante 10 minutos, el citrato de sodio es 
agregado por goteo lento en una relación 2:1 (1 ml de citrato de sodio por 2 ml de ácido 
cloroáurico), hasta que cambie de color, luego se dejan en agitación y se cubren con 
parafilm durante 24 horas.  
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7.2 Caracterización de AuNP cubiertas con quitosano y AuNP de citrato 
de sodio.  
Una vez sintetizadas ambos tipos de nanopartículas de oro se midió el plasmón de 
resonancia, el cual permite confirmar que se hayan obtenido nanopartículas de oro. Ya 
que esta es una propiedad que presentan algunos materiales metálicos como el oro, 
cuando se encuentran en forma de estructura nanométrica. Este ensayo se realizó 
mediante espectroscopia de luz ultravioleta visible (Uv-vis), utilizando el 
espectrofotómetro Nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop 2000c). Para medir el 
tamaño y potencial Z de las AuNP se utilizó la técnica de dispersión de luz dinámica 
(DLS) mediante un analizador de la distribución de tamaños de partículas en suspensión 
Nanosizer (Zetasizer Nano ZS, Malvern). Para ambos parámetros se realizaron 
diluciones de las nanopartículas de oro 1/100, 1/1000 y 1/10000 en agua mili Q. Una vez 
realizadas las diluciones se tomó la muestra correspondiente  1/10000 y se realizaron las 
lecturas en el Nanosizer. El tamaño se obtuvo al cuantificar la dispersión de la  luz 
provocada por la velocidad y movimientos aleatorios de las partículas (movimiento 
browniano). Finalmente se midió el potencial Z, una medición muy importante con la 
que podemos determinar la fuerza de repulsión entre las partículas, lo que nos permite 
saber si estás tienden a aglomerarse o a diluirse en una solución.  Las mediciones de 
tamaño y potencial Z y pH se realizaron antes y después de ser diluidas en RPMI 
(Roswell Park Memorial Institute médium) suplementado con suero fetal bovino 10% 
(SFB) (CORNING Cellgro®).  
7.3 Vehículos  
Para evaluar el efecto del quitosano y el ácido cloroáurico como vehículos se hicieron 
soluciones a partir de  los procedimientos anteriormente descritos para mantener las 
mismas proporciones en las que se encuentran en la síntesis de AuNP qts. Para la 
preparación del quitosano se utilizó quitosano en polvo de peso molecular medio al 2% 
diluido en ácido acético al 4%, el cual se dejó en agitación por 24 horas y cubierto con 
una película de parafilm. Posteriormente el quitosano se diluyó en agua mili Q en una 
proporción de 3:1, donde se colocaron 12 ml de agua mili Q y 4 ml de quitosano al 2%.  
Posteriormente se diluyeron en RPMI en una relación 1:1. Para evaluar el ácido 
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cloroáurico se siguió un procedimiento similar, sustituyendo el quitosano por agua mili 
Q en una relación 3:1, donde se usaron 12 ml de ácido cloroáurico y 4 ml de agua mili 
Q, esto para mantener las mismas proporciones que tienen en la síntesis de las AuNP qts.  
 
7.4 Mantenimiento de la línea celular  
 
Para este proyecto se utilizaron dos líneas celulares de leucemia, una de leucemia 
mieloide crónica (k562) y otra de leucemia linfoide aguda (Jurkat). El cultivo celular se 
llevó a cabo según el protocolo estándar Cell Growth Protocol for Jurkat cell line de la 
American Type Culture Collection (Reddy & Transfer, 2008). Se mantuvieron en medio 
de cultivo celular  RPMI (GIBCO) suplementado con suero fetal bovino 10% (SFB) 
(CORNING Cellgro®), 1% de penicilina, estreptomicina, neomicina (PEN) (GIBCO®), 
incubadas a 37 °C con una atmosfera controlada de 5% de humedad y 5% de CO2.  
7.5 Extracción de células mononucleares de sangre periférica.  
Como control para los experimentos de citotoxicidad se utilizaron células 
mononucleares de sangre periférica o PBMC (peripheral blood mononuclear cells). Para 
la extracción de muestra se utilizaron 6 donadores sanos, a los cuales se les extrajo una 
muestra de sangre la cual fue recolectada en tubos con anti coagulante EDTA (Ethylene 
diamine tetra-acetate). Para la separación de células por gradiente de densidad se vació 
la sangre lentamente en tubos Falcon de 50 ml y se realizó una dilución 1:1 en PBS 1X. 
Luego se preparó un falcon 50 ml con 1/3 de Ficol atemperado (Histopaque®-1077) y 
2/3 de la dilución sangre: PBS. Una vez realizada la dilución se centrifugó por 30 
minutos a 1600 rpm en una centrifuga plana sin freno. Una vez que las células fueron 
separadas por gradiente mediante centrifugación y se formaron varias capas celulares, se 
tomó la población correspondiente a las PMBC. Finalmente las células son contadas y 
mantenidas en medio.  
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7.6 Ensayos de citometría de flujo  
La citometría de flujo es una técnica que nos permite medir características físicas y 
químicas de una población celular suspendida en un fluido. Se basa en el uso de luz láser 
y dispositivos de detección que registran la duración, intensidad y espectro de dispersión 
de luz mediante un sistema de emparejamiento óptico- electrónico que permite el 
análisis de características celulares como tamaño mediante un detector de dispersión 
frontal o FSC (Forward Scatter) y complejidad mediante un detector de dispersión lateral 
o SSC (Side Scatter), una vez que la luz del láser entra en contacto con células 
suspendidas en un fluido. Tiene la ventaja de que puede detectar particularidades, ya que 
evalúa cada evento de forma individual y en tiempo real. Además de que permite utilizar 
la técnica de clasificación de células activadas por fluorescencia o FACS (Fluorescence-
Activated Cell Sorting) ya que posee detectores de fluorescencia para el registro de 
distintos tipos de marcajes.  
En este estudio se realizaron diversos ensayos en los que realizó citometría de flujo:  
 Exposición de fosfatidilserina y permeabilidad de la membrana celular mediante 
marcaje AnnV/PI 
 Evaluación del ciclo celular mediante marcaje PI 
 Evaluación de la pérdida del potencial de membrana mitocondrial mediante 
marcaje TMRE 
 Evaluación de la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS) mediante 
marcaje DCFDA 
 
7.7 Evaluación de la exposición de fosfatidilserina y permeabilidad de la 
membrana celular.  
Para evaluar la exposición de la fosfatidilserina y la permeabilidad de la membrana 
celular se utilizó un marcaje de Anexina V-APC (AnnV)  y yoduro de propidio 
(Propidium Iodide o PI). La Anexina V se une a la fosfatidilserina, un fosfolípido 
ubicado normalmente en la membrana plasmática interna, tiene un rol fisiológico como 
señal “cómeme” cuando es translocada al exterior de la membrana por la degradación 
lipídica inducida por la activación de flipasas y scramblasas dependientes  de la proteína 
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Xkr8 (Xk-Related Protein 8), durante los proceso de muerte celular regulada (Mariño & 
Kroemer, 2013). También se evaluó la permeabilidad de la membrana plasmática 
usando Yoduro de propidio (PI), un agente intercalante del DNA que en células que 
mantienen la integridad de su membrana plasmática intacta es impermeable. Por lo que 
este sólo tiñe células con la integridad de la  memebrana plasmática perdida, una 
característica de muerte celular (Brana, Benham, & Sundstrom, 2002).  
La evaluación de la exposición de la fosfatidilserina y la permeabilidad de la membrana 
celular fue utilizada para cumplir varios objetivos: 
 Análisis de la muerte celular en células leucémicas k562 y Jurkat tratados con AuNP qts. 
 Análisis de la muerte celular en células mononucleares de sangre periférica (PBMC) 
tratados con AuNP qts. 
 Análisis de la muerte celular en células leucémicas y PBMC tratadas con tratados con 
AuNP qts, AuNP Cs y vehículos. 
 Análisis de dependencia de caspasas utilizando un inhibidor de caspasas, QVD OPh.  
 
7.8 Análisis de la muerte celular en células leucémicas k562 y Jurkat 
tratados con AuNP qts. 
Se sembraron 5x104 células por contenedor en un volumen de 100 uL en placas de 96 
contenedores de fondo redondo (Corning Inc. Costar®. USA), estás fueron tratadas 
inmediatamente con diferentes concentraciones de AuNP cubiertas con quitosano (0µM, 
50 µM, 100 µM, 150 µM) durante 24 horas. Posteriormente se recuperaron y se hizo un 
lavado con PBS 1X, se centrifugaron durante10 min a 1600 rpm a temperatura ambiente, 
el sobrenadante se  decantó y se agregó la tinción de Anexina V  y Yoduro de propidio 
(AnnV/PI).  Para la preparación de la tinción se realizó un mix en un tubo con buffer de 
Anexina 1x, Anexina V y Yoduro de Propidio. Una vez colocado el marcaje los tubos 
fueron abiertos y almacenados a 4ºC por 20 minutos, posteriormente se analizaron en el  
citómetro de flujo (BD Accuri™ C6),  mediante la técnica FACS (Clasificación de 
Células Marcadas por Fluorescencia), utilizando el canal FL-4 (AnnV) y FL2 (PI).   
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7.9 Análisis de la muerte celular en células mononucleares de sangre 
periférica (PBMC) tratados con AuNP qts. 
 Fueron sembradas 3 x 104  células PBMC  en un volumen de 100 uL en placas de 96 
contenedores de fondo redondo (Corning Inc. Costar®. USA), estas fueron tratadas 
inmediatamente con diferentes concentraciones de AuNP cubiertas con quitosano (0µM, 
50 µM, 100 µM, 150 µM) y mantenidas en condiciones normales de cultivo (37°C, 5 % 
CO2)  durante 24, 48 y 72 horas. Posteriormente se recuperaron las células mediante  
lavados con PBS 1X y se centrifugaron 10 min a 1600 rpm a temperatura ambiente, el 
sobrenadante se  decantó y se agregó la tinción de Anexina V  y Yoduro de propidio 
(AnnV/PI) siguiendo la metodología anteriormente descrita, finalmente se leyeron las 
muestras en el  citómetro de flujo (BD Accuri™ C6).  
7.10 Análisis de la muerte celular en células leucémicas y PBMC 
tratadas con tratados con AuNP qts, AuNP Cs y vehículos. 
Para este ensayo fueron sembradas el mismo número de células que se emplearon en los 
ensayos correspondientes a células leucémicas k562 y Jurkat (5x104)  y PBMC (3x105). 
De igual manera estas fueron suspendidas en un volumen de 100 uL en placas de 96 
contenedores de fondo redondo (Corning Inc. Costar®. USA), y tratadas 
inmediatamente con diferentes concentraciones de AuNP cubiertas, AuNP Cs, quitosano 
y ácido cloroáurico [H (AuCl4) a las mismas concentraciones (0µM, 50 µM, 100 µM, 
150 µM) bajo condiciones normales de cultivo (37°C, 5 % CO2) durante 24 horas en 
todos los casos. Posteriormente se recuperaron las células y se  lavaron con PBS 1X y se 
centrifugaron 10 min a 1600 rpm a temperatura ambiente, el sobrenadante se  decantó y 
se agregó la tinción de Anexina V  y Yoduro de propidio (AnnV/PI) siguiendo la 
metodología anteriormente descrita, finalmente se leyeron las muestras en el  citómetro 
de flujo (BD Accuri™ C6).  
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7.11 Análisis de dependencia de caspasas utilizando un   inhibidor 
de caspasas QVD.  
Para determinar si la muerte celular inducida por las AuNP qts es dependiente de 
caspasas, se sembraron 5x104 células en un volumen de 100 uL en placas de 96 pozos de 
fondo redondo (Corning Inc. Costar®. USA), y  tratadas  con un inhibidor de pan-
caspasas llamado Q-VD-OPh (C26H25F2N3O6), el cual es un inhibidor de alta potencia e 
irreversible de Caspasas 1, 3, 9, 7 y 8 que posee alta estabilidad en agua y bajo efecto 
citotóxico. (Caserta, Smith, Gultice, Reedy, & Brown, 2003). El QVD-OPh  fue 
utilizado a una concentración de 1mM de forma directa sobre las células (Kuželová, 
Grebeňová, & Brodská, β011), se dejó incubando por 30 minutos a 37° con 5% de CO2. 
Una vez pasó el tiempo de incubación estas fueron tratadas de la siguiente manera: 
control de células sin ningún tratamiento, control con células con QVD-OPh, tratadas 
con  IC50 de AuNP qts y células tratadas con QVD-OPh + IC50 de AuNP qts. 
Posteriormente se utilizó la tinción AnnV/PI y siguió la metodología descrita en los 
ensayos anteriores.   
7.12 Evaluación del ciclo celular 
Para evaluar el ciclo celular se utilizó un marcaje de yoduro de propidio o PI (Propidium 
Iodide), una molécula fluorescente que actúa como agente intercalante de ácidos 
nucleicos, propiedad que nos permite teñir el DNA y determinar mediante la intensidad 
de fluorescencia la fase del ciclo celular de las células marcadas, esto debido a que cada 
una de las fases del ciclo celular tiene una diferente proporción en la cantidad de DNA. 
La fase G0/G1 tiene una menor proporción de DNA ya que es una fase de crecimiento 
previa a la fase de síntesis o fase S, donde el DNA es duplicado, la fase G2/M es 
posterior a la síntesis por lo que presenta el doble de DNA de la fase G0/G1. Debido a 
que el PI puede macar DNA y RNA se utilizó una RNAasa A solución en PBS (50 
µg/ml). Para este ensayo se sembraron 5x105 células por condición, en placas de 24 
contenedores de fondo plano (Corning Inc. Costar®. USA), inmediatamente fueron 
tratadas con la IC50 de AuNP qts e incubadas durante 24 horas. Posteriormente se 
recuperaron las células en tubos Falcon 15 ml, luego fueron centrifugadas a 4°C, 1500 
rpm por 10 min. Posteriormente se decantó y se procedió a fijar las células en etanol al 
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70% (30% de PBS). Luego de ser fijadas las células se mantienen  a -20°C durante 1 
hora como mínimo. Después son lavadas con 2 ml de PBS por muestra. Posteriormente 
se agrega un buffer 100 µl por muestra de RNAasa A (50 µg/ml solución en PBS) y es 
incubado durante 20 minutos a temperatura ambiente, al finalizar el tiempo se agregó 
100 µl por muestra de buffer de Ioduro de propidio (50 µg/ml solución en PBS), se 
incubó durante 15 minutos a temperatura ambiente y se pasó a leer al citómetro (BD 
Accuri TM C6 Flow cytometer), el análisis se realizó por FlowJo software.  
 
7.13 Evaluación de la pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial mediante marcaje TMRE. 
Para evaluar el potencial de membrana mitocondrial se utilizó el marcaje TMRE (Etil 
estér tetrametilrodamina), un fluorocromo que en células con potencial de membrana 
mitocondrial activo es secuestrado. Cuando las mitocondrias pierden su potencial de 
memebrana, el TMRE es liberado de la memebrana, lo que produce un cambio en la 
intensidad de fluorescencia el cual es medido por citometría de flujo.  Para este ensayo 
las células fueron sembradas de la misma forma anteriormente descrita y tratadas con la 
IC50 de AuNP qts durante 24 horas. Posteriormente se recuperaron las células y se 
hicieron lavados con PBS (100 µl por muestra). Se centrifugaron 10 minutos, 1600 rpm. 
Se decantaron y se utilizaron 200 µL de buffer (200 µL de PBS y 4 µL de TMRE por 
muestra). Se incubaron las muestras por 20 minutos a 37°C. Después se agregaron 300 
µl de PBS por muestra y se centrifugaron 15 minutos a 1500 rpm, se decantó y luego se 
agregaron 100 µl de PBS. Finalmente  se pasó a leer al citómetro de flujo por FACS (BD 
Accuri TM C6 Flow cytometer) en el canal FL-3 y posteriormente  se analizó por 
FlowJo software 
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7.14 Evaluación del efecto de AuNP cubiertas con quitosano sobre 
la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS). 
Para evaluar la producción de especies reactivas de oxígeno se utilizó un marcaje 
DCFDA (dichlorofluorescin diacetate) un reactivo fluorogénico que penetra en la célula 
y es desacetilado por esterasas en compuestos no fluorescentes, el cual en presencia de 
especies reactivas de oxígeno es convertido en 2´,7´- dichlorofluorescin (DCF), un 
compuesto altamente fluorescente. Para este ensayo las células fueron sembradas de la 
misma forma anteriormente descrita y tratadas con la IC50 de AuNP qts durante 24 horas. 
Posteriormente se recuperaron las células y se hicieron lavados con PBS (100 µl por 
muestra), se centrifugaron 10 minutos, 1600 rpm, se decantaron y marcaron con 200 µL 
de buffer (200 µL de PBS y 0.05 µL (2.4µM) de  DCFDA por muestra). Se incubaron 
las muestras por 20 minutos a 37°C. Finalmente  se pasó a leer en el citómetro de flujo 
(BD Accuri TM C6 Flow cytometer) por el canal FL-1  y posteriormente se analizó por 
FlowJo software. 
7.15 Evaluación de la morfología celular.  
Para evaluar la morfología 2.5x105 células leucémicas se sembraron en placas de 24 
contenedores de fondo plano (Corning Inc. Costar®. USA), en un volumen de 500 µl de 
RPMI. Las cuales fueron tratadas con IC50 de AuNP qts durante 24 horas. 
Posteriormente se analizaron bajo microscopia invertida con software 
Lumenera's INFINITY1-2 CMOS 2.0 MP digital camera. Para evaluar la morfología de 
los linfocitos se extrajeron células monoculares de sangre periférica  de acuerdo al 
protocolo descrito en el apartado número 5 de la metodología. Y fueron sembradas en 
placas de 24 contenedores de fondo plano (Corning Inc. Costar®. USA),  1.5 x 106 
células en un volumen de 500 µl de  RPMI. Posteriormente se recuperó el sobrenadante 
donde se encontraban los linfocitos, ya que son células no adherentes y se sembraron en 
placas de 24 contenedores en una proporción 5 x 105  las cuales fueron tratadas con 
AuNP qts a la IC50 de Jurkat (leucemia linfoide aguda) durante 24 horas. Posteriormente 
fueron analizadas bajo microscopia invertida con software Lumenera's INFINITY1-2 
CMOS 2.0 MP digital camera.  
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7.16 Evaluación del efecto de AuNP cubiertas sobre linfocitos 
estimulados con un mitógeno. 
Para evaluar el efecto de las AuNP qts sobre linfocitos estimulados con Concanavalina 
(Con A), una lectina que induce la activación y proliferación de los linfocitos T, se 
extrajeron PBMC  de acuerdo al protocolo descrito en el apartado número 5 de la 
metodología, las cuales fueron sembradas en placas de 24 contenedores de fondo plano 
(Corning Inc. Costar®. USA),  1.5 x 106  en un volumen de 500 µl de medio de cultivo 
RPMI. Posteriormente se recuperó el sobrenadante donde se encontraban los linfocitos y 
fueron sembrados en placas de 24 contenedores en una proporción 5 x 105  las cuales 
fueron tratadas de la siguiente manera: se utilizó un control sin tratamiento, un control 
Con A 1 µg/ml (Sigma-Aldrich), células tratadas con AuNP qts con la IC50 de células 
leucémicas Jurkat de leucemia linfoide aguda (30 µM), finalmente con AuNP IC50 + Con 
A (1µg/ml). Los resultados se midieron a las 24, 48 y 72 horas. El conteo se realizó 
mediante la técnica de azul tripán y el análisis morfológico mediante  microscopio 
invertido. 
 
7.17 Evaluación de la dependencia de Caspasas mediante Western 
Blot  
Para la evaluación de la expresión de caspasa 3, 8, 9 y P53 se realizó la técnica de 
Western blot, la cual consiste en el uso de anticuerpos específicos para detectar proteínas 
de interés, de tal forma que se puede estudiar la presencia y cantidad relativa de la  
misma. Consiste en varias etapas: 
 Extracción y cuantificación de proteínas 
 Electroforesis  
 Transferencia 
 Bloqueo y detección  
Se sembraron 5 x 105 células en un volumen final de 1 ml, se trataron respectivamente 
con la IC50 y fueron incubadas durante diferentes tiempos. Posteriormente las células 
fueron recuperadas mediante centrifugación (10 min, 1600 rpm), el sobrenadante se 
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decantó, y el pellet de las células tratadas fue tratado con un buffer de lisis (Triton X-100 
Lysis) para proteínas totales durante 30 minutos en hielo. Posteriormente se 
centrifugaron para eliminar los restos celulares a 13,000 rpm por 10 min y se almacenó 
el sobrenadante a -20°. El método de cuantificación utilizado fue el de Lowry, la 
absorbancia de cada muestra se leyó a 530 nm de longitud de onda en un lector de 
placas. Para la electroforesis se hizo un gel de poliacrilamida al 12%, cada una de las 
muestras fue preparada con buffer de carga Laemmli (azul de bromofenol, SDS 4%, 
glicerol 20%, beta-mercaptoetanol 10% y Tris HCL 0.125 M, pH 6.8) 10 µl de buffer 
por cada 50 µl de muestra.  Posteriormente se cargaron 35 µg de proteína por cada 
tratamiento. La corrida electroforética se realizó a un voltaje de 100 Vlts por 1 hora 40 
min. Posteriormente se separó el gel y se procedió a realizar la trasferencia a una 
membrana de nitrocelulosa, está se realizó a 100 Vlts por 55 minutos. Luego se verificó 
si la trasferencia se llevó a cabo eficientemente colocando la membrana en rojo de 
Ponceau. El bloqueo de la membrana de nitrocelulosa se realizó con una solución de 
leche semidescremada al 5% en TBS-tween 0.1% por 1 hora a temperatura ambiente. 
Para la detección de las proteínas se incubó la membrana con un anticuerpo primario 
dirigido contra Caspasa 8, Caspasa 9, Caspasa 3 y p53, a una dilución de 1:10,000 por 
toda la noche a -4°. Después del tiempo de incubación del anticuerpo primario se 
realizaron 3 lavados cada uno  de quince minutos con TBS tween, luego se una solución 
con anticuerpo secundario durante 1 hora. Después de la incubación del anticuerpo 
secundario se lavó con TBS tween durante 40 minutos. Finalmente la membrana fue 
expuesta a una solución quimoluminiscente por  5 minutos, la luz emitida por la reacción 
entre  la enzima reportera en el anticuerpo secundario  y el sustrato es registrada en una 
película fotográfica.  
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7.18 Análisis estadístico  
El análisis estadístico se realizó utilizando el programa Graphpad Prism 5. Todos los 
resultados presentan la media ± DE en tres experimentos realizados de manera paralela a 
menos que se indique lo contrario. Se evaluaron las diferencias estadísticas usando la 
prueba t de Student y consideraron significativos los valores * (p < 0,05), ** (p <0,001), 
*** (p <0,0001).     
61 
 
VIII. RESULTADOS 
 
8.1 Caracterización de nanopartículas cubiertas con quitosano mediante el análisis 
del plasmón de resonancia, tamaño y potencial Z. 
La síntesis de las nanopartículas de oro cubiertas con quitosano (AuNP qts) se realizó 
por el método químico (oxido – reducción). Para comparar el efecto de las AuNP qts con 
nanopartículas de oro ampliamente caracterizadas, se sintetizaron nanopartículas de oro 
utilizando citrato de sodio como agente reductor (AuNP Cs). Una vez realizadas las 
síntesis, se caracterizaron ambas AuNP´s a través de espectroscopia ultra violeta visible 
(UV-vis). En ambas muestras se detecta una banda de máxima absorción a una longitud 
de onda de 520 nm, que indica el punto máximo de absorbancia, el cual corresponde al 
plasmón de resonancia de las nanopartículas de oro. Este resultado demuestra que 
efectivamente se obtuvieron AuNP’s a partir de ambas síntesis  (Figura 20).  
 
  
 
Figura 20. Análisis de plasmón de resonancia de AuNP. Para ambas síntesis se encuentra una 
banda de máxima absorción a una longitud de onda de 520 nm, que corresponde al plasmón de 
resonancia del oro, esta característica sólo está presente cuando se encuentra en una estructura 
nanométrica.   
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Una vez que se confirmó la obtención de nanopartículas de oro se prosiguió a realizar el 
análisis del tamaño en ambas síntesis de AuNP utilizando un analizador de la 
distribución de tamaños de partículas en suspensión (Nanosizer), el cual se basa en la 
medición de los movimientos aleatorios de las partículas (movimiento browniano) y su 
velocidad, para determinar el tamaño. Nuestros resultados muestran que en ambas 
síntesis obtuvimos nanopartículas con un tamaño entre 1 -10 nanómetros con una 
polidispersidad menor a 0.3, lo cual indica la uniformidad en el tamaño de las 
nanopartículas obtenidas (Figura 21).  
 
 
 
 
 
 
Figura 21.  Análisis de la distribución de tamaño de AuNP. Se determinó el tamaño de las 
AuNP mediante la distribución dinámica de la luz con el uso de un Nanosizer.  Se puede 
observar que en la síntesis de AuNP Cs (A) y AuNP qts (B) se obtuvieron nanopartículas entre 1 
– 10 nm de tamaño.  
Como parte de la caracterización se evaluó el potencial Z, una medida que nos permite analizar 
el comportamiento de las partículas en suspensión. Cuando tenemos un valor de potencial Z 
mayor a 0 o positivo, las partículas tienden a tener una mayor interacción con el medio, por lo 
que se necesita una mayor fuerza de repulsión para ser separadas, lo que las hace más solubles. 
Con un potencial Z negativo o menor a 0, éstas tienden a tener una menor interacción con el 
medio y una menor fuerza de repulsión, por lo que tienden a aglomerarse. Esta medición se 
realizó utilizando la técnica de dispersión de luz dinámica (DLS) en Nanosizer. Se obtuvo que 
AuNP Cs tienen un potencial Z de 0 +/- 5 mV y AuNP qts un potencial Z de 27 mV (Figura 22). 
Por lo que las AuNP qts poseen una mayor fuerza de repulsión al estar suspendidas en una 
solución. Posteriormente se analizó el potencial Z de AuNP qts diluidas en medio de cultivo 
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celular (RPMI suplementado  con 10% de suero fetal bovino), esto con el fin de medir la fuerza 
de repulsión de las partículas en condiciones similares al entorno celular. Se observó que las 
AuNP qts  diluidas en RPMI aumentan el valor de potencial Z a 100 mV, sin modificar el 
tamaño de la nanopartícula (Figura 23), lo que significa que tienen una menor tendencia a 
formar agregados, siendo más seguras y estables para futuros estudios en modelos biológicos. 
    
 
 
Figura 22. Análisis de la distribución del potencial Z. A) Las AuNP Cs tienen un potencial Z 
de 0 +/- 5 mV. B) las AuNP qts tienen un potencial Z de 27 mV.  
 
 
 
Figura 23. Análisis de tamaño y potencial Z de AuNP qts diluidas en medio de cultivo 
celular RPMI. Se evaluó el tamaño (A) y potencial Z (B) de AuNP qts diluidas en RPMI por 
DLS en Nanosizer. A) AuNP qts diluidas en medio de cultivo celular RPMI 10%  tienen un 
valor de potencial Z a 100 mV y un tamaño de la nanopartícula menor a 10 nm.   
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8.2 AuNP cubiertas con quitosano inducen exposición de fosfatidilserina y 
permeabilidad de la membrana plasmática en células K562 y Jurkat.  
Una vez realizada la síntesis y caracterización de las nanopartículas de oro cubiertas con 
quitosano (AuNP qts) se evaluó su efecto sobre la muerte celular en dos líneas de 
leucemia: k562 y Jurkat.  El ensayo se realizó por citometría de flujo utilizando el 
marcaje  anexina V (AnnV) para medir la exposición de la fosfatidilserina (señal 
cómeme) y Yoduro de propidio (PI), un agente intercalante del DNA que nos permite 
medir la permeabilidad de la membrana plasmática. Se utilizaron diferentes 
concentraciones de tratamiento (50 µM, 100 µM, 150 µM) por un periodo de 24 horas. 
Los resultados mostraron que al aumentar la concentración de AuNP qts encontramos un 
mayor porcentaje de células con doble marcaje de anexina y Yoduro de propidio 
(AnnV/PI +/+) (Figura 24 A). La concentración inhibitoria media (IC50) obtenida en 
células leucémicas de la línea k562 es de 100 µM (Figura 24 B).  
 
 
 
 
Figura 24. Análisis de la muerte celular por citometría de flujo. (A) Histograma de células 
k562 tratadas a diferentes concentraciones con AuNP qts expuestas durante 24 horas. Se puede 
observar como la población celular con marcaje doble negativo (AnnV/PI -/-) va migrando hasta 
el cuadrante con marcaje doble positivo (AnnV/PI +/+) con forme aumenta la concentración del 
tratamiento. Nuestros resultados muestran una IC50 a 100 µM. (B) Promedios obtenidos de tres 
experimentos independientes por triplicado.  Diferencias estadísticas respecto al control no 
tratado. * (p < 0,05), *** (p <0,0001).  
0
20
40
60
80
100
Control 50 µM 100 µM 150 µM
%
 M
u
er
te
 
ce
lu
la
r
Concentraciones AuNP qts
24 horas
Control 
Exposición de fosfatidilserina (Anexina V)  
Pe
rm
ea
bi
liz
ac
ió
n
 
de
 
la
 
m
em
br
an
a 
(P
I) 
50 µM 100 µM 150 µM 
3% 10% 49% 99% 
A 
B 
* 
*** 
*** 
65 
 
El mismo ensayo se realizó utilizando las células Jurkat, y se encontró que las AuNP qts 
inducen una muerte celular con un patrón similar a las k562 a una menor concentración, 
obteniendo una IC50 a 30 µM (Figura 25). 
 
            
 
 
                                         
            
      
                         
 
Figura 25. Análisis de la muerte celular por citometría de flujo. (A) Histograma de células 
Jurkat tratadas a diferentes concentraciones con AuNP qts expuestas durante 24 horas, se puede 
observar la IC50  a 30 µM. (B) Promedios obtenidos de tres experimentos independientes hechos 
por triplicado. ** (p <0,001), *** (p <0,0001).   
 
8.3 AuNP cubiertas con quitosano tienen baja toxicidad en células sanas.  
Una vez encontrada la IC50 de las AuNP qts en las líneas de leucemia, se midió el efecto 
que estas tienen sobre las células mononucleares de sangre periférica (PBMC). Las 
células fueron obtenidas a partir de la sangre de seis sujetos sanos. El análisis se realizó 
por citometría de flujo, utilizando el marcaje AnnV/PI. Se puede observar como las 
AuNP qts inducen una muy baja citotoxicidad en células sanas a las mismas 
concentraciones en las que se observa un 50% (línea negra) y 100% (línea roja) de 
muerte en células de leucemia a 24, 48 y 72  horas (Figura 26). 
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Figura 26. Evaluación del efecto citotóxico  de AuNP qts en células sanas.  Efecto citotóxico 
de AuNP qts sobre células mononucleares de sangre periférica. El análisis se realizó mediante 
citometría de flujo y se utilizó el marcaje AnnV/PI. Se observa como las AuNP qts inducen una 
menor citotoxicidad en células sanas a las mismas concentraciones que inducen una IC50 (líneas 
negras) e IC100 (línea roja) en k562 y Jurkat. Los promedios se obtuvieron de tres experimentos 
independientes realizados por triplicado * (p < 0,05), ** (p <0,001), *** (p <0,0001).   
8.4 AuNP cubiertas con quitosano tienen un mayor efecto citotóxico que vehículos y 
AuNP de citrato de sodio en células leucémicas.   
Después de evaluar la citotoxicidad de las AuNP qts, fue necesario determinar si dicho 
efecto sobre la muerte celular era producto de los vehículos empleados en la síntesis o 
AuNP qts. Para ello se realizó un  análisis por citometría de flujo, utilizando marcaje 
AnnV/PI sobre la línea celular K562. Se midió el efecto del quitosano (Qts) y el ácido 
cloroáurico (H [AuCl4]), y como control se utilizaron AuNP Cs incubadas durante 24 
horas a las mismas concentraciones (50 µM, 100 µM, 150 µM, 250 µM) de los ensayos 
anteriores. Los resultados muestran que a la IC50 de las K562 tratadas con AuNP qts 
(100 µM), los demás tratamientos (quitosano, ácido cloroáurico y AuNPcs) tienen un 
menor porcentaje de muerte celular (Figura 27).  
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Figura 27. Efecto citotóxico de vehículos y AuNP qts sobre células leucémicas. Análisis del 
marcaje AnnV/PI mediante citometría de flujo en células K562. (A) Histogramas de células 
K562 tratadas con AuNP qts, quitosano, ácido cloroáurico [H (AuCl4)] y AuNPcs. Se observa 
cómo las AuNP qts tienen un mayor citotoxicidad en células k562 respecto al efecto de los 
vehículos y las AuNP Cs. (B) Gráfica de barras de los promedios de  experimentos 
independientes realizados por triplicado. * (p < 0,05), ** (p <0,001), *** (p <0,0001).    
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8.5 Las AuNP cubiertas con quitosano, vehículos y AuNP de citrato de sodio tienen 
bajo efecto citotóxico en células sanas.   
Ya que se obtuvo el efecto sobre las células de leucemia, se evaluó la citotoxicidad de 
las AuNP qts, vehículos (quitosano, ácido cloroáurico) y AuNP Cs sobre células  
PBMC. Esto fue realizado también por citometría de flujo, utilizando marcaje AnnV/PI. 
Se midió el efecto del tratamiento durante 24 horas a las mismas concentraciones (50 
µM, 100 µM, 150 µM) de los ensayos anteriores. Los resultados muestran que no hay 
diferencias significativas entre los tratamientos con AuNP qts, quitosano, ácido 
cloroáurico y AuNP Cs (p > 0,05). Además se observó que los diferentes tratamientos 
poseen un bajo efecto citotóxico en PBMC a concentraciones inhibitorias medias  de las 
células leucémicas k562 y Jurkat  (Figura 28).  
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Figura 28. Efecto citotóxico de vehículos y AuNP qts sobre células sanas. A) Histogramas de 
PBMC tratadas con AuNP qts, quitosano, ácido cloroáurico [H (AuCl4)] y AuNP Cs. El análisis 
se realizó por citometría de flujo y se utilizó el marcaje AnnV/PI. B) Promedio de PBMC 
tratadas con los diferentes tratamientos. Los promedios se obtuvieron de tres experimentos 
independientes realizados triplicado. * (p < 0,05), ** (p <0,001), *** (p <0,0001).    
 
8.6 AuNP cubiertas con quitosano inducen cambios en la morfología de células 
leucémicas.   
Una vez realizados los ensayos de citotoxicidad en células leucémicas y células 
mononucleares de sangre periférica. Se evaluó el efecto del tratamiento durante 24 horas 
con la IC50 de AuNP qts sobre la morfología de la línea celular k562, con el uso de 
microscopio invertido. Se observó que las células tratadas con AuNP qts mostraban una 
serie de cambios en la morfología celular como un menor tamaño, presencia de 
protuberancias sobre la membrana plasmática,  fragmentación y pérdida de la estructura 
celular en comparación de las células no tratadas (Figura 29).  
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Figura 29. Efecto de AuNP qts sobre la morfología de células leucémicas k562. Imágenes 
tomadas con microscopio invertido con objetivos 20X, y 100X. Se puede observar como las 
células k562 tratadas con la IC50  de AuNP qts durante 24 horas manifiestan una serie de 
cambios en la morfología de la célula como lo son una disminución en el tamaño, formación de 
protuberancias sobre la membrana plasmática,  fragmentación y pérdida de la estructura celular 
(flecha).  
8.7 AuNP cubiertas con quitosano  no inducen cambios en la morfología de células 
de sanas. 
De igual manera se evaluó el efecto que inducen AuNP qts, a la concentración 
correspondiente a la IC50 de células de leucemia linfocítica aguda (Jurkat), sobre la 
morfología celular de cultivos primarios de linfocitos obtenidos a partir de muestras de 
sangre de donadores sanos utilizando un microscopio invertido. Nuestros resultados 
muestran que el tratamiento con AuNP qts (IC50) no induce cambios en tamaño, forma, 
ni estructura de los linfocitos sanos tratados durante 24 horas (Figura 30).  
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Figura 30. Efecto de AuNP qts sobre la morfología de células sanas. Imágenes tomadas con 
microscopio invertido usando objetivos 20X, y 100X. Se observa que el tratamiento de AuNP 
qts (IC50 de células Jurkat, leucemia linfoide aguda), durante 24 horas de exposición, no induce 
cambios sobre la morfología de linfocitos sanos (flecha). 
8.8 AuNP cubiertas con quitosano inducen baja citotoxicidad  en células linfoides 
no tumorales, estimulados con Concanavalina A.  
Uno de los principales inconvenientes de las terapias antitumorales es su efecto 
citotóxico no selectivo sobre células de rápido crecimiento como células sanas de piel, 
sistema gastrointestinal y sistema inmunológico. Por lo que se evaluó el efecto de AuNP 
qts sobre linfocitos estimulados con Concanavalina A, una lectina que actúa como 
mitógeno al ser reconocida  por el receptor de linfocitos T como molécula no propia, 
estimulando la proliferación de las células. Los linfocitos fueron  tratados con la IC50 de 
las Jurkat y Con A (1µg /ml) durante 24, 48 y 72 horas.  Para obtener el número de 
células se utilizó la técnica de conteo por azul tripán. Nuestros resultados muestran que 
el tratamiento con Con A por 24 horas incrementa significativamente el número de 
células comparado con el control. A 48 horas se encontró que Con A + AuNP qts tienen 
un 30% menos de células comparadas con las tratadas sólo con el mitógeno. Este valor 
corresponde a la muerte celular observada a 48 horas en PBMC tratadas sin el mitógeno 
(Figura 26). También se observó que después de 72 horas las células linfoides tratadas 
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con AuNP qts + Con A tienen un 40% menos de células comparado con las células 
tratadas sólo con el mitógeno, sin embargo no se puede determinar si es debido a muerte 
o una disminución en la tasa de división celular, ya que se observa que las células 
continuaron su proliferación entre 48 y 72 horas. Estos resultados indican que las AuNP 
qts no inducen una mayor citotoxicidad en células sanas en un estado de rápida división 
(Figura 31).   
 
 
 
 
 
 
                                                                                                             
 
  
Figura 31 Análisis del efecto de AuNP qts sobre células linfoides estimuladas con 
Concanavalina A.  Se evaluó el efecto de las AuNP qts sobre linfocitos estimulados con 
Concanavalina A (Con A) durante 24, 48 y 72 horas. El conteo celular se realizó por azul tripán. 
(A) Imágenes tomadas con microscopio invertido a un objetivo (20X) después de  24, 48 y 72 
horas de tratamiento con el IC50 de AuNP qts en Jurkat. (B) Porcentaje de células tratadas bajo 
los distintos tipos de tratamiento por 24, 48, 72 en tres experimentos independientes por 
triplicado. * (p < 0,05), ** (p <0,001), *** (p <0,0001).    
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8.9 AuNP cubiertas con quitosano no inducen arresto en el ciclo celular en células 
k562 y Jurkat.   
Después de obtener la IC50 en ambas líneas celulares de leucemia se estudió el efecto de 
las AuNP qts sobre el ciclo celular. Esto se realizó por citometría de flujo utilizando un 
marcaje con Yoduro de Propidio (ver sección Materiales y Métodos). Los resultados 
fueron analizados con el Software Flowjo y se observó que las células k562 no presentan 
diferencias significativas entre células tratadas durante 24 horas con AuNP qts y no 
tratadas en la fase G1 y S del ciclo celular. Sin embargo, se obtuvo que en fase G2 el 
número de células fue 10% menor en comparación con el control (p < 0,05). En el caso 
de las Jurkat tratadas con AuNP qts durante 24 horas no se observan cambios 
significativos en ninguna de las fases del ciclo celular, esto indica que las AuNP qts no 
inducen cambios significativos en el ciclo celular de células  leucémicas (Figura 32).  
 
    
              
 
 
 
 
 
Figura 32. Análisis del efecto de AuNP qts sobre ciclo celular. Se evaluó el efecto de las 
AuNP qts sobre el ciclo celular utilizando un marcaje de Yoduro de propidio (PI) por citometría 
de flujo. Se puede observar en morado la fase G0/G1, en amarillo la fase S y en verde la fase 
G2/M. (A) Histograma de células k562 tratadas con AuNP IC50.  (B) Histograma de células 
Jurkat tratadas con AuNP IC50. (C) Promedio de células k562 tratadas con AuNP qts  durante 24 
horas (D) Porcentaje de células Jurkat tratadas con AuNP qts por  24 horas. Los promedios se 
obtuvieron de tres experimentos independientes realizados por triplicado. *p < 0,05 
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8.10 AuNP cubiertas con quitosano inducen la pérdida del potencial de 
membrana mitocondrial en células leucémicas.   
Con el fin de comprender el mecanismo citotóxico de las AuNP qts en células 
leucémicas se evaluó el efecto sobre el potencial de membrana mitocondrial (Δψm). El 
análisis se realizó por citometría de flujo utilizando un marcador de actividad 
mitocondrial TMRE (Etil estér tetrametilrodamina), el cual es secuestrado por 
mitocondrias que mantienen su potencial de membrana íntegro. El grado de pérdida del 
potencial de membrana mitocondrial es analizado con software Flowjo.  Podemos 
observar que después de 24 horas las AuNP qts IC50 inducen un 81% de pérdida del 
potencial de membrana mitocondrial en células k562 y un 89% en Jurkat (Figura 33). 
Este resultado muestra que las mitocondrias pierden su potencial de membrana antes de 
iniciar el proceso de muerte celular ya que a una IC50 obtenemos casi un total daño 
mitocondrial, indicando que el daño mitocondrial es un paso previo a la muerte.   
                                                                        
    
    
 
Figura 33. Análisis del efecto de las AuNP qts sobre el potencial de membrana 
mitocondrial en células leucémicas. El análisis se realizó por citometría de flujo y se utilizó 
marcaje TMRE para medir la actividad mitocondrial. (A) Histograma de k562 tratadas con 
AuNP qts IC50 durante 24 horas. Se puede observar como la población celular se desplaza hacia 
la izquierda (TMRE positivo) una vez que la mitocondria es incapaz de mantener el marcaje. (B) 
Histograma de células Jurkat. (C, D) Porcentaje de células con pérdida del potencial de 
membrana mitocondrial tratadas con AuNP IC50. Los promedios se obtuvieron de tres 
experimentos independientes realizados por triplicado (p < 0,0001).  
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8.11 AuNP cubiertas con quitosano inducen la producción de especies reactivas 
de oxígeno (ROS) en células leucémicas.  
Una vez que se determinó que las AuNP qts inducen pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial utilizando la IC50 en células leucémicas k562 y Jurkat se evaluó el efecto 
que tienen las AuNP qts sobre la producción de especies reactivas del oxígeno (ROS). 
Esto se realizó por citometría de flujo y se utilizó un marcaje DCFDA 
(dichlorofluorescin diacetate), un reactivo que penetra en la célula y en presencia de 
ROS es convertido en DCF  (dichlorofluorescin), un compuesto altamente fluorescente. 
Podemos observar que el tratamiento con AuNP qts IC50 induce desplazamiento en la 
población celular hacia la derecha con respecto al control. Este aumento en la intensidad 
de fluorescencia corresponde a la oxidación de la Diclorofluoresceína   (DCF), lo cual 
indica un aumento en la producción de ROS. Los resultados muestran que AuNP qts inducen 
estrés oxidativo en las células k562 y Jurkat (p < 0,0001)  (Figura 34).  
                       
                
 
 
 
Figura 34.  Efecto de las AuNP cubiertas con quitosano sobre la producción de especies 
reactivas del oxígeno (ROS). Se determinó la producción de especies reactivas de oxígeno 
utilizando el fluorocromo DCFDA (Diclorofluoresceína   diacetato). El análisis fue llevado a 
cabo por citometría de flujo y se analizó con el software Flowjo. (A) Histograma de células k562 
tratadas con AuNP qts IC50 durante 24 horas. Se puede observar un desplazamiento a la derecha 
con respecto a la población celular control. (B) Histograma de células Jurkat. (C) Porcentaje de 
células k562 positivas a la producción de ROS. (D) Porcentaje de células Jurkat  positivas a la 
producción de ROS. Los promedios se obtuvieron de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado (***p > 0,0001).  
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8.11 AuNP cubiertas con quitosano aumentan la expresión de caspasa activa 8 y 9   
en células leucémicas.  
Una vez que se determinó que las AuNP qts inducen un daño mitocondrial y la 
consecuente producción de ROS. Se evaluó mediante Western blot la expresión de 
proteínas relacionadas con la muerte celular regulada mediada por apoptosis. Para ello se 
utilizaron anticuerpos contra Caspasa 8 activa, Caspasa 9 activa, Caspasa 3 activa, p53 y 
ȕ-actina como control de carga. Nuestros resultados mostraron que células Jurkat 
tratadas con AuNP qts IC50 durante 24 horas muestran una mayor expresión de Caspasa 
8 activa, y también un ligero incremento en la expresión de caspasa 9 activa, con 
respecto al control (Figura 35). Sin embargo, no se observa un cambio en la expresión 
de p53 después del tratamiento con AuNP qts. Mientras que en las k562 se observa sólo 
la expresión de caspasa 8 activa a las 6 y 12 horas, también una marcada expresión de 
caspasa 9 a las 3 y 12 horas. También se observa muy poca diferencia en la expresión de 
caspasa 3 respecto al control y una expresión de p53 después de 3 y 6 horas  de 
tratamiento con AuNP qts (Figura 35).  
     
Figura 35. Análisis de la expresión de caspasa 8 activa, caspasa  9 activa, caspasa 3 activa, 
p53, y -actina. (A) Células Jurkat tratadas durante  24 y 48 horas con AuNP IC50. Se observa 
que en Jurkat existe una mayor expresión de caspasa 8 activa y caspasa 9 activa a las 24 horas. 
(B) Células k562 dejadas sin tratamiento y tratadas durante 12 y 24 horas con AuNP IC50. (B) En 
las k562 se detecta una expresión de caspasa 8 activa a las 6 y 12 horas de tratamiento con 
AuNP IC50. Se puede ver también la expresión a las 3 y 6 horas de la caspasa 9 activa. Muy poco 
aumento de la activación de la caspasa 3. Y la expresión de p53 a las 6 horas de tratar las k562 
con AuNP.  
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8.12 AuNP cubiertas con quitosano inducen muerte celular independiente de 
caspasas.  
Se ha demostrado que la expresión de caspasa 8 activa no indica necesariamente que el 
mecanismo de muerte celular sea dependiente caspasas (M. Liu et al., 2013). Debido a 
esto se evaluó la dependencia de caspasas utilizando un inhibidor de caspasas QVD-
OPh, el cual es un potente inhibidor de caspasa 8 (Caserta et al., 2003). Posteriormente 
se analizó la muerte celular inducida por las AuNP qts por citometría de flujo utilizando 
el marcaje Anexina V/Pi. Los resultados mostraron que las células tratadas con AuNP 
qts IC50 + QVD-OPh presentan casi un 25 % más de muerte celular que los controles y 
AuNP qts IC50  en k562 (p < 0,001). Y un 20% en Jurkat (p < 0,05). Esto indica que la 
muerte celular inducida por las AuNP qts es independiente de caspasas en la línea k562 
y Jurkat (Figura 36).  
 
                              
                              
 
         
 
       
Figura 36. Análisis de la inhibición de caspasas en células leucémicas tratadas con AuNP 
qts.  (A) Histograma de células k562 y células Jurkat tratadas con AuNP qts y QVD oPH  
durante 24 horas (B) Gráfica de barras del promedio de tres experimentos independientes 
realizados por triplicado en células k562 y Jurkat tratadas con AuNP qts utilizando un inhibidor 
de Caspasas QVD-OPh. * (p < 0,05), ** (p <0,001), *** (p <0,0001).   
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IX. DISCUSIÓN 
 
La leucemia es un tipo de cáncer que afecta a las células derivadas de la médula ósea 
que representa un serio problema de salud pública debido a su alto porcentaje de 
morbilidad y mortalidad. Recientemente se ha observado un mayor número de 
resistencia y reincidencia a los tratamiento convencionales (Schmidt et al., 2004), los 
cuales consisten en el uso combinado de terapias inespecíficas, costosas y riesgosas. Se 
sabe que dichas resistencias y reincidencias están mediadas por distintos factores 
asociados a características propias de las células cancerosas, siendo una de las más 
importantes: la evasión o resistencia a la muerte celular (Labi & Erlacher, 2015; 
Weiyang et al., 2014). En estudios recientes se ha evaluado el rol de la nanotecnología 
en el desarrollo de terapias contra el cáncer debido a las propiedades de algunos 
materiales como lo son  las nanopartículas de oro (AuNP), las cuales han demostrado 
tener una gran cantidad de funciones biológicas, entre las que se encuentra su capacidad 
de inducir muerte celular (Selim & Hendi, 2012). Dicho efecto se ha observado que 
depende de características físico-químicas de la nanopartícula de oro (Lewinski, Colvin, 
& Drezek, 2008), como concentración, tiempo, tamaño,  y forma, los cuales son 
determinados por distintos factores como el tipo de agente reductor empleado durante la 
síntesis (Hauck, Ghazani, & Chan, 2008). En este estudió se utilizó el quitosano como 
agente reductor debido a que se ha reportado que posee un fuerte efecto antitumoral al 
inducir muerte celular de manera regulada en algunas líneas celulares de leucemia como 
U939, k562, HL60 de forma soluble (M. O. Kim et al., 2013) y líneas celulares de 
cáncer de mama y pulmón, como MCF-7, A549 en forma de nanopartícula (Choi et al., 
2012).  
 El primer objetivo de este proyecto fue la síntesis y caracterización de nanopartículas de 
oro cubiertas de quitosano de 10 nm (AuNP qts). Para cumplir este objetivo se 
sintetizaron AuNP mediante el método químico de óxido-reducción o método de 
Turkevich, el cual es un tipo de síntesis práctica, fácil, y barata (Kimling et al., 2006). 
Para realizar la síntesis se requiere del uso de un agente precursor como el ácido 
cloroáurico [H (AuCl4)], un agente reductor como: citratos, boratos, y un agente  
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protector como pueden ser algunos tipos de alcoholes (Corzo Lucioni, 2012). Nosotros 
utilizamos el quitosano, un polisacárido de carácter catiónico, como agente reductor 
debido a que existen diversas investigaciones que sugieren que los agente reductores 
catiónicos poseen al menos 27 veces mayor toxicidad en células de cáncer que los 
reductores de tipo aniónicos (Lin, Zhang, Chen, & Zheng, 2010). 
Una vez realizada la síntesis se caracterizaron ambas AuNP´s a través de espectroscopia 
ultra violeta visible (UV-vis) una técnica que nos permite evaluar la composición y 
estructura de las partículas mediante el uso de emisión de fotones. Nuestros resultados 
muestran que ambas AuNPs presentan una banda de máxima absorbancia a 520 nm de 
longitud de onda, la cual  corresponde con el plasmón de resonancia del oro (X. Huang 
& El-Sayed, 2010), una propiedad de algunos materiales metálicos que sólo se encuentra 
en un estado sólido nanométrico. Esta banda a 520 nm de longitud de onda se encuentra 
constante en nanoestructuras de forma esférica menores a 50 nm en las que se utiliza 
ácido cloroáurico como agente reductor (AlanáCreighton, 1991; Jain et al., β01β).  
Uno de los puntos más discutidos referente al uso de AuNP es el tamaño, ya que es un 
parámetro de suma importancia que repercute directamente en las funciones biológicas 
de las AuNP (Abadeer & Murphy, 2016). En algunos estudios se ha observado que 
AuNP menores a 25 nm inducen un mayor porcentaje de citotoxicidad comparado con 
AuNP de mayor tamaño (Selim & Hendi, 2012). En este proyecto de tesis las 
nanopartículas de oro cubiertas con quitosano utilizadas fueron sintetizadas en un rango 
de tamaño entre 1-10 nm debido a un estudio realizado anteriormente donde se evaluó el 
efecto de las AuNP cubiertas con quitosano a diferentes tamaños bajo las mismas 
condiciones de síntesis y mismas proporciones de ácido cloroáurico y quitosano 
utilizadas en nuestros ensayos, donde se observó que las AuNP cubiertas con quitosano 
con tamaños menores a 10 nm tienen un mayor efecto citotóxico concentración y tiempo 
dependientes que AuNP cubiertas con quitosano de tamaño entre 50 – 100 nm  (De 
León- Chávez., 2016). Para medir las AuNP se utilizó un analizador de la distribución de 
tamaños de partículas en suspensión (Nanosizer) el cual mide la dispersión dinámica de 
luz (DLS) producida por el movimiento browniano de las AuNP. Como control se 
sintetizaron nanopartículas de oro utilizando citrato de sodio como agente reductor. 
Nuestros resultados muestran que en ambas síntesis (citrato de sodio y quitosano), 
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obtuvimos nanopartículas con un tamaño entre 1 -10 nanómetros con una 
polidispersidad menor a 0.3, lo que indica que nuestro grado de variación con respecto al 
tamaño promedio es menor al 0.3 por ciento.  
Posteriormente se midió el potencial Z en ambas AuNP a través de DLS en Nanosizer. 
Esta medida es de suma importancia ya que con ella podemos determinar la fuerza de 
repulsión entre las AuNP, lo que indica su capacidad de dispersión o aglomeración en 
una solución (O’Brien, Midmore, Lamb, & Hunter, 1990). Nuestros resultados 
mostraron que las AuNP citrato de sodio tienen un potencial Z de alrededor de 5 mV. En 
otros estudios donde se han utilizado AuNP Cs se ha observado que el potencial Z varia 
y que no depende del tamaño de las AuNP ni del valor del pH, ya que en un estudio se 
sintetizaron AuNP Cs desde 3, 5, 6, 8, 17, 22, 30, y 45 nm de tamaño cada una evaluada 
en distintos pH de 4 a 9, observando que en todos los casos el potencial Z de AuNP Cs 
era de -30 +/-5 mV (Vijayakumar, 2014). Sin embargo se observó en otro estudio AuNP 
Cs de 18 nm con un potencial Z de -20 mV (Verma et al., 2014), AuNP Cs de 10 nm con 
un potencial de Z de -30 mV (Mohan, Praveen, Chennazhi, Jayakumar, & Nair, 2013), y 
AuNP Cs de 20 nm con un potencial Z de -45 mV  (Arvizo et al., 2013). Otros autores 
observaron que el potencial Z de AuNP depende del tiempo, tamaño y pH ya que 
midieron el potencial Z  de AuNP Cs a diferentes horas 0, 1, 2, 3, 24, 72, 169 a un 
tamaño de 5.6 nm obteniendo valores desde -27.5 mV a las 0 horas, -16 mV a la primera 
hora y de ahí en aumento  hasta -39.9 mV a las 169 horas. También observaron que a pH 
de 4 las medidas van de -40 mV a las 0 horas, a -13.9 mV a las 169 horas, comparado 
con agua mili Q y con biobuffer donde los valores a través del tiempo fueron de -9.54 
mV hasta -10.6 mV en tamaños entre 5 y 10 nm (A. Wang et al., 2014).  En el caso de 
las AuNP cubiertas con quitosano (AuNP qts) obtuvimos un potencial Z de 27 mV con 
quitosano 0.5%. En otros estudios se midió el potencial Z de AuNP qts de 10 nm de 
tamaño y se encontró que dependiendo de la concentración de quitosano esta puede 
variar de 23 mV usando quitosano al 0.001% a 65 mV al 0.1% de quitosano a un pH de 
5  (Boyles et al., 2015). En otro estudio se utilizaron AuNP qts de 40 nm donde se 
encontró un potencial Z de 41.5 mV con quitosano 0.49% (Choi et al., 2012). En 
algunos estudios se considera que la medida del potencial Z debe tener valores mayores 
a +/- 30 mV para ser consideraras como estables en una solución (Greenwood, 2003; 
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Vijayakumar, 2014), mientras que otros consideran que los valores pueden ser menores 
y que no se afecta la estabilidad de las AuNP (Jáuregui-haza, 2012). Sin embargo es 
muy importante que las AuNP no formen aglomerados en modelos biológicos, por lo 
que se midió el potencial Z de AuNP qts  al ser suspendidas en medio de cultivo celular. 
Nuestros resultados muestran que las AuNP qts  suspendidas en medio de cultivo RPMI 
(Roswell Park Memorial Institute médium) complementado con 10% de suero fetal 
bovino aumentan su valor de potencial Z hasta 100 mV sin modificar el tamaño de las 
AuNP (1-10 nm), este aumento en el potencial Z es importante ya que nos indica que 
nuestras AuNP qts son estables y seguras para ser utilizadas en un modelo biológico. En 
otro estudio se evaluaron AuNP cubiertas con ácido carboxílico y un agente 
hidrocarbonado de 10, 25, 50 y 100 nm suspendidas en medio de cultivo celular DMEM 
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) sin complementar y complementado con 
suero fetal bovino 10% comparado con AuNP suspendidas en agua desionizada y se 
observó que las AuNP suspendidas en agua desionizada tienen un potencial Z de -71 mV 
sin cambiar el tamaño de las AuNP, las que fueron suspendidas en DMEM sin 
complementar mostraron un potencial de -22 mV sin afectar tamaño y sin mostrar 
aglomeración de proteínas, en cambio las que estuvieron en DMEM 10 %  tienen a 
formar complejos de mayor tamaño alrededor de diez veces más grandes que los 
tamaños iniciales, además tienen a formar un aglomerado de proteínas alrededor de las 
nanopartículas (corona de proteínas), el cual se relaciona con una mayor captación por 
parte de las células tratadas, así como también se observó un aumento en el valor del 
potencial Z hasta  -15 mV (Sabuncu et al., 2012). Por otro lado se sintetizaron AuNP de 
poliestireno 63, 71, 297 y 332 nm con diferentes modificaciones en los grupos amino del 
agente reductor, las cuales fueron diluidas en medio de cultivo DMEM. Se observó que 
las AuNP tendieron a formar complejos de mayor tamaño aproximadamente cuatro 
veces sus tamaños iniciales, así como también se obtuvieron valores disminuidos de 
potencial Z lo que indica que el potencial Z depende de las características químicas del 
agente reductor (Xia, Kovochich, Liong, Zink, & Nel, 2008). Por otro lado se evaluaron 
AuNP sintetizadas con diferentes agentes reductores, AuNP Cs y AuNP sintetizadas con 
PAMAM entre 10 y 12 nm, en las cuales se comparó el potencial Z una vez fueron 
diluidas en medio de cultivo 10%. Se observó que AuNP Cs diluidas en medio 
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complementado aumentan sus valores de potencial Z de -15 a -1 y en el caso de las 
AuNP PAMAM el valor del potencial Z se ve disminuido, pasando de 41 mV a -6.8 mV. 
En ambas síntesis se observó que no hubo variaciones en el tamaño (Paino et al., 2012). 
Además se realizó un estudio donde se comparó el efecto de las AuNP diluidas en dos 
medios de cultivo celular; DMEM y RPMI. Los resultados mostraron que las AuNP 
diluidas en RPMI no tendían a formar aglomerados de mayor tamaño, poseen una mayor 
capacidad de internalizarse en células Hela y UP930, así como también una menor 
proporción de una capa de proteínas que rodean las superficie conocida como corona de 
proteína (Protein coronas) la cual está relacionada con un mayor efecto citotóxico 
tiempo dependiente (Boyles et al., 2015; Lundqvist et al., 2008; Maiorano et al., 2010). 
Se ha reportado que la presencia y grosor de la corona de proteínas es uno de los 
principales factores que regulan la citotoxicidad a través de la regulación de los 
mecanismos de endocitosis, y que a su vez pueden determinar el tipo de muerte celular 
(Xia et al., 2008b). Se ha visto que el tipo de corona de proteínas está determinado por 
pH y concentración de solutos en una solución, por lo que es necesario evaluar el 
comportamiento de AuNP qts en suero o plasma para su posterior aplicación en modelos 
in vivo (Boyles et al., 2015).  
Una vez realizada la síntesis y caracterización de las nanopartículas de oro cubiertas con 
quitosano (AuNP qts) se evaluó el efecto citotóxico que producen las AuNP sobre las 
líneas celulares leucémicas  k562 y Jurkat. El ensayo se realizó por citometría de flujo 
utilizando el marcaje  anexina V y Yoduro de propidio (PI). Los resultados mostraron 
que células tratadas con AuNP qts durante 24 horas muestran  permeabilidad de la 
membrana y exposición de fosfatidilserina, encontrando un 50% de muerte celular a una 
concentración de 100 µM, y un 100% de muerte celular a 150 µM en la línea k562. En 
las células Jurkat se encontró que AuNP qts inducen muerte celular a una menor 
concentración que las k562, obteniendo un 50% de muerte
 
a una concentración de 30 
µM y un 100%
 
a 100 µM. En otros estudios se ha observado que el uso de AuNP qts 
induce permeabilidad de la membrana plasmática y exposición de fosfatidilserina a 
diferentes tiempos y concentraciones en algunas líneas celulares de cáncer. En líneas 
A549, NCI-H460, A431 se encontró que AuNP qts con un tamaño de 15 nm inducen una 
concentración inhibitoria media (IC50) a 29 µg/ml en células tratadas durante 24 horas 
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(Choi et al., 2012)
. 
En células Hela se observó una IC50 con AuNP qts menores a 10 nm 
a 75 µM (De León-Chávez., 2016), al igual en MCF7 (Rodríguez-Abrego), y HT29 
(Álvarez-Chairez, 2016). Por otro lado se ha reportado que la sensibilidad de las líneas 
celulares también depende del agente reductor empleado ya que AuNP sintetizadas con 
ácido carboxílico de 10, 25, 50 y 100 nm no inducen citotoxicidad en células Jurkat a 24 
y 48 horas, observando un efecto citotóxico muy bajo después de 72 horas de 
tratamiento (Sabuncu et al., 2012). En otro estudio se utilizaron AuNP CTAB (bromuro 
de cetiltrimetilamonio) con un tamaño de 18 nm en células k562 y se observó que estas 
no inducen citotoxicidad después de 24 y 48 horas de tratamiento (Connor et al., 2005). 
Por lo que observamos que el efecto citotóxico de las AuNP depende de la línea celular, 
tiempo y el agente reductor empleado para la síntesis. 
Una vez encontrada la IC50 de las AuNP qts en las líneas de k562 y Jurkat, se midió el 
efecto que tienen sobre las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) debido a 
que la leucemia es un tipo de cáncer que afecta a las células de la sangre y los 
tratamientos convencionales son inespecíficos, por lo que es necesario comparar el 
efecto de las AuNP qts sobre las células sanas. Nuestros resultados  muestran que las 
AuNP qts inducen una muy baja citotoxicidad en células sanas ya que a las mismas 
concentraciones en las que obtuvimos un 50% de muerte en Jurkat (30 µM) y k562 
(100µm) se induce un 5% y 11%  de muerte en PBMC, de igual manera en 
concentraciones donde tenemos un 100% de muerte en células de leucemia se observa 
sólo un 28% en células sanas después de 24 horas de tratamiento. En otros estudios se 
utilizaron AuNP Cs y AuNP PAMAM a una concentración de 50 µM y observaron que 
ambas AuNP inducen un 30% de muerte citotoxicidad en PBMC tratadas durante 24 
horas (Paino et al., 2012). En un estudio realizado anteriormente se evaluó el efecto de 
AuNP qts en poblaciones celulares derivadas de cultivo primario de PBMC. Los 
resultados mostraron que la población correspondiente a las células de linaje mieloide 
son las más sensibles al tratamiento, y que el porcentaje de muerte de esta población 
corresponde a la citotoxicidad obtenida en el total de PBMC (Álvarez-Chairez, 2016).  
La diferencia entre la citotoxicidad observada en las líneas celulares de cáncer y las 
PBMC sugieren que la diferencia en la sensibilidad al tratamiento de AuNP es 
dependiente de mecanismos y proteínas asociados al tipo celular, un ejemplo son los  
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mecanismos de endocitosis los cuales son determinados por una gran variedad de  
factores propiamente de la célula como presencia o ausencia de proteínas caveolina-1, 
proteínas clatrina o mutaciones en genes ABC transportadores localizados en estas 
proteínas (Fra, Williamson, Simons, & Parton, 1994; Harris et al., 2002; Hatanaka et al., 
1998; Ismair et al., 2009). Y factores externos a la célula como lo son tamaño de las 
AuNP, grosor de la corona de proteínas (Maiorano et al., 2010). Nuestros resultados 
mostraron que las PBMC tratadas con AuNP mostraban una citotoxicidad menor que 
células leucémicas Jurkat. Se ha reportado que las PBMC tienen una menor expresión de 
caveolina-1 y 2 con respecto a las células leucémicas, donde éstas proteínas se ven sobre 
expresadas (Hatanaka et al., 1998), también se ha reportado que células linfoides no 
presentan expresión de proteínas caveolina en la membrana plasmática (Harris et al., 
2002), y que células de sangre periférica derivadas de linaje mieloide como macrófagos 
y neutrófilos lo cuales se han visto más sensibles al tratamiento con AuNP qts (Álvarez-
Chairez., 2016) tienen una mayor expresión de caveolina-1 y caveolina-2. Lo cual puede 
explicar la baja citotoxicidad de las AuNP qts en células PBMC y la sensibilidad de 
Jurkat y k562.  En otros estudios se evaluó el efecto del mecanismo de captación en 
diferentes líneas celulares utilizando AuNP de poliestireno de 60 nm. Se  observó que 
las AuNP de poliestireno inducen diferente mecanismo citotóxico dependiente de la vía 
de endocitosis. En células no tumorales RAW (macrófagos), se observó que la 
endocitosis era dependiente de LAMP-1, una glicoproteína que facilita la adhesión a la 
célula y el paso a través de la membrana. También se observó que las AuNP eran 
transportadas en lisosomas y que la ruptura de la membrana lisosomal desencadenaba 
una señalización que conllevaba a la activación de tBid, bax, daño mitocondrial, 
liberación de Ca2, una elevada producción de ROS y activación de Caspasas. Por otro 
lado se observó que en células BEAS-2B (epitelio bronquial), las AuNP eran captas por 
endocitosis dependiente de caveolina-1, también se observó que no eran transportadas en 
vesículas y que había un ligero aumento en el Ca2 intracelular, que existía un daño 
mitocondrial pero no había activación de caspasas. La línea HEPA-1 de cáncer hepático 
no mostró ser sensible al tratamiento (Xia et al., 2008). Por lo que es necesario evaluar y 
determinar el tipo de captación de AuNP qts en ambas líneas celulares de leucemia y 
PBMC.  
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Después de la evaluar la citotoxicidad de las AuNP qts, fue necesario determinar si 
dicho efecto sobre la muerte celular era producto de los vehículos empleados en la 
síntesis. Para ello se realizó un  análisis por citometría de flujo, utilizando marcaje 
AnnV/PI sobre la línea celular K562. Se midió el efecto del quitosano (Qts), ácido 
cloroáurico (H [AuCl4]) y como control se utilizaron AuNP Cs. En nuestros resultados 
se observó que tanto los vehículos, como las AuNP Cs inducen un menor porcentaje de 
muerte celular, ya que a la concentración que induce el 50% de muerte de k562 
utilizando AuNP qts, sólo observamos un 9% de muerte inducida por el quitosano, un 
7.4% con el (H [AuCl4]) y 4.9% con las AuNP Cs, después de 24 horas de tratamiento. 
Se encontró también que a la IC100 con AuNP qts, sólo se induce alrededor de un 43%, 
11%, y 5% de muerte celular utilizando Quitosano, ácido cloroáurico, y AuNP Cs, 
respectivamente. Otros estudios realizados utilizando la técnica de MTT muestran que el 
quitosano, el H [AuCl4]), y AuNP Cs  tienen un  menor efecto citotóxico en células de 
cáncer Hela (De León-Chávez., 2016) y HT29 (Álvarez-Chairez, 2016), comparados con 
las AuNP qts. Estos resultados corresponden con los estudios realizados por Connor y 
colaboradores, que  demostraron que las AuNP Cs no tienen efecto citotóxico en K562 a 
24, 48 y 72 horas  y que el efecto del H [AuCl4) se observa a una concentración de 
200µM a 72 horas de tratamiento (Connor et al., 2005). Por otra parte se realizó un 
estudio utilizando AuNP Cs de un tamaño menor a 10 nm en los cuales se observó que 
las AuNP Cs a una concentración de 1.6 µM inducen muerte celular por apoptosis en 
células A549 de carcinoma de pulmón pero no inducen citotoxicidad en células MCF-7 
(Mohan et al., 2013), ni HepG2, lo cual se ha asociado a la localización de las AuNP una 
vez dentro de la célula y la activación de PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) (Patra, 
Banerjee, Chaudhuri, Lahiri, & Dasgupta, 2007).  
Ya que evaluamos el efecto citotóxico de AuNP qts, AuNP Cs y vehículos empleados en 
la síntesis de AuNP qts en células k562, se estudió el efecto que tiene cada uno de los 
tratamientos mencionados sobre PBMC. Estos ensayos fueron realizados también por 
citometría de flujo, utilizando marcaje AnnV/PI. Los resultados muestran que las AuNP 
qts, quitosano, ácido cloroáurico y AuNP Cs poseen un bajo efecto citotóxico en células 
PBMC a las mismas concentraciones letales en células leucémicas IC50 de k562 (100 
µM) y Jurkat (30 µm). Estos resultados concuerdan con otros ensayos donde se evaluó el 
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efecto de AuNP qts, quitosano, (H [AuCl4]) y AuNP Cs (Álvarez-Chairez, 2016). A su 
vez también coinciden con los resultados mostrados por Paino donde se evaluó el efecto 
de AuNP Cs y AuNP PAMAM con un tamaño de 18 nm en células PBMC a una 
concentración de 50 µm por 24 horas (Paino, Marangoni, de Oliveira, Antunes, & 
Zucolotto, 2012). Por otro lado se ha demostrado que el quitosano puede incrementar la 
actividad metabólica de macrófagos, aumentar el número de PBMC y de células NK 
(Barbosa et al., 2016). En otro estudio se reportó que el quitosano puede inducir la 
producción de citocinas antinflamatorias en macrófagos y citocinas pro inflamatoria en 
células dendríticas (Oliveira, Santos, Oliveira, Torres, & Barbosa, 2012).  
Una vez determinada la citotoxicidad en células leucémicas y sanas, se evaluó mediante 
microscopia óptica si AuNP qts inducen cambios en la morfología de las células k562, 
observando que las células leucémicas tratadas con AuNP qts IC50 muestran un tamaño 
menor con respecto a las células no tratadas, además de que se puede observar la 
formación de ampollas en la superficie celular y fragmentación de la estructura celular. 
Otros estudios demuestran que AuNP sintetizadas con Zataria multiflora inducen 
cambios en la estructura de la membrana, condensación de la cromatina, muestran 
características de apoptosis como formación de ampollas en la superficie de la 
memebrana, a la vez que algunas de las células tratadas muestran características de 
muerte por necrosis como lo es el aumento de tamaño  en células de cáncer ovárico Hela 
(Baharara et al., 2016). Posteriormente se evaluó si las AuNP inducían cambios en la 
morfología celular de linfocitos sanos tratados con AuNP qts IC50. Los resultados 
obtenidos demuestran que linfocitos tratados no muestran cambios aparentes en la 
morfología celular, principalmente en el tamaño y forma de las células, concordando con 
reportes anteriores donde se utilizaron AuNP Cs y AuNP PAMAM (Paino et al., 2012).  
A su vez se evaluó el efecto de las AuNP qts en células linfoides estimuladas con 
Concanavalina A, un mitógeno que actúa estimulando el receptor de linfocitos T y 
activando la vía de señalización JAK1 (Krauss, Buttgereit, & Brand, 1999), a 24, 48 y 
72 horas. Nuestros resultados mostraron que las AuNP qts no muestran un efecto 
citotóxico significativo sobre células linfoides estimuladas con un mitógeno a 24, 48 y 
72 horas, lo que indica que este tipo de tratamiento no afecta a las células en fase de 
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replicación acelerada como células linfoides, células de la piel o el tracto digestivo como 
la mayorías de las quimioterapias (Lee, Ryan, & Doherty, 2014).  
Después de obtener la IC50 en ambas líneas celulares de leucemia se evaluó el efecto de 
las AuNP qts sobre el ciclo celular para determinar el mecanismo completo de 
citotoxicidad y determinar si las AuNP qts inducen arresto sobre el ciclo. Esto se realizó 
por citometría de flujo utilizando como marcaje Yoduro de Propidio (PI). Nuestros 
resultados muestran que en ambas líneas celulares tratadas con AuNP qts  no se observa 
arresto en el ciclo celular.  Estos resultados concuerdan con otros  estudios donde 
también se sintetizaron AuNP utilizando el quitosano como agente reductor para tratar 
distintas líneas celulares como la A549 de cáncer de pulmón, donde no se observó 
arresto en el ciclo celular (Choi et al., 2012), Hela de cáncer cervico uterino donde 
tampoco se observa un arresto en alguna de las fases del ciclo celular  (De León-
Chávez., 2016). Otro estudio muestra que AuNP sintetizadas utilizando el extracto de 
planta Sesuvium portulacastrum L pueden inducir arresto en el ciclo celular en la fase 
G0/G2 y S en células de cáncer de pulmón A549 en un 17%, con respecto al control 
(Ramalingam et al., 2016). También se ha reportado que AuNP sintetizadas con distintas 
proporciones de poli etilenglicol (PEG) como agente reductor (partícula a, b, c, d, e, f, g, 
h) en tamaños de 5 y 13 nm a una concentración de 50 µM de AuNP por 24 horas de 
tratamiento, pueden inducir disminuciones en la fase G2 de la línea celular CaCo2 de 
células epiteliales de colón, así como disminuir la fase G1/S de la línea PC3 de cáncer de 
próstata e incrementar la fase ase G2/M en la línea NIH3T3 de fibroblastos, en las tres 
líneas celulares se encontraron efectos similares en el ciclo celular, pero se observó que 
los efectos citotóxicos varían entre partículas dependiendo de la proporción entre los 
componentes de la síntesis (Uz, Bulmus, & Alsoy Altinkaya, 2016). De igual manera se 
estudió el efecto de AuNP Cs de un tamaño de 1.3 nm a una concentración de 12 µM en 
las líneas celulares DU145 de cáncer de próstata y MDA-MB-231 de cáncer de mama, 
donde se observó que no había arresto en ninguna de las fases del ciclo celular (Coulter 
et al., 2012).  
Con el fin de comprender el mecanismo citotóxico que inducen las AuNP qts en las 
células tratadas, se evaluó la integridad del potencial de membrana mitocondrial debido 
a que se ha demostrado que las mitocondrias están involucradas en la inducción de 
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muerte celular regulada (Halestrap et al., 2000). El análisis se llevó a cabo por citometría 
de flujo utilizando un marcador de actividad mitocondrial TMRE (Etil estér 
tetrametilrodamina). Nuestros resultados indican que después de 24 horas de 
tratamiento, las células tratadas con AuNP qts IC50  inducen un aumento en la pérdida 
del potencial de membrana mitocondrial, de alrededor del 89% en ambas líneas 
celulares. En un estudio previo se observó que AuNP qts inducen una disminución en la 
actividad mitocondrial en células Hela (De León-Chávez., 2016).  Por otra parte se 
reporta que AuNP Cs conjugadas con butionina sulfoxamina (BSO), un inhibidor del 
glutatión de 13 nm de tamaño a una concentración de AuNP (10µm) BSO (0.5 mM) 
inducen la despolarización de la membrana mitocondrial en células A549 de cáncer 
pulmonar tratadas durante 48 horas. Esto fue evaluado a través de un marcaje JC-1 el 
cual mide emisiones de espectro dependiendo de la actividad alta o baja del potencial de 
membrana mitocondrial y que sólo puede ser leído por espectrofotometría, a diferencia 
del TMRE que tiñe las mitocondrias que mantienen la integridad de su potencial de 
membrana intacto y que puede ser leído por diversas técnicas (M. Liu et al., 2013). Al 
igual se evaluó el efecto de AuNP Cs de 1.4 nm de tamaño tratadas a una concentración 
de 100 µm por 1, 6, 12, 18 y 24 horas con el marcaje JC-1. Se observó que el 
tratamiento induce daño mitocondrial, despolarización de la memebrana interna en 
células Hela (Pan et al., 2009). El colapso del potencial de membrana mitocondrial está 
asociado a la formación de poros y un aumento en la permeabilidad de la memebrana 
externa mitocondrial, lo cual es dispara una serie de eventos que pueden conducir a la 
muerte celular por distintas vías, como lo es la producción de especies reactivas de 
oxígeno, liberación abrupta de calcio al espacio intracelular o activación de caspasas. 
Una vez que se determinó que las AuNP inducen la pérdida del potencial de membrana 
mitocondrial se evaluó el efecto de AuNP qts sobre la producción de especies reactivas 
del oxígeno (ROS). Esto se realizó por citometría de flujo y se utilizó un marcaje 
DCFDA (dichlorofluorescin diacetate). Nuestros resultados muestran que las células 
leucémicas tratadas durante 24 horas con AuNP qts IC50 inducen un aumento en la 
producción de ROS en k562 del 30% y en Jurkat  alrededor del 40%. Otros estudios 
demuestran que AuNP qts de un tamaño menor a 10 nm son capaces de inducir la 
producción de ROS en células Hela tratadas por  24 horas (De León-Chávez., 2016), y 
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MCF-7, donde se observó que al utilizar un inhibidor de especies reactivas de oxígeno la 
muerte celular disminuye, demostrando que la citotoxicidad inducida por las AuNP qts 
en células Hela y MCF-7es dependiente de la producción de ROS  (Rodríguez-Abrego, 
2016). Por lo que es necesario evaluar si la citotoxicidad inducida por AuNP qts en 
ambas líneas celulares de leucemia es dependiente de la producción de ROS. Por otra 
parte se realizó un estudio donde se utilizaron AuNP Cs las cuales se observó no 
inducían muerte celular en células A549 hasta que se conjugaban con butionina 
sulfoxamina (BSO), un inhibidor de glutatión, molécula que actúa como antioxidante. 
Observaron que al utilizar las AuNP con BSO aumentaba la producción de ROS y la 
citotoxicidad (Y. Zhao et al., 2011). En otro estudio se evaluó el efecto de AuNP Cs en 
diferentes líneas celular no tumorales, se observó que células de pulmón MCR5 
resistentes al tratamiento había una mayor expresión de genes involucrados con la 
regulación de la glutatión transferasa, glutatión reductasa y glutaredoxina moléculas 
involucradas con la inhibición de la producción de especies reactivas de oxígeno (Chueh 
et al., 2014). Otros estudios sugieren que la producción de ROS depende del tamaño de 
la nanopartícula. Ya que se evaluó el efecto de AuNP Cs de 5, 10 y 30 nm incubadas por 
diferentes tiempos en células PBMC, se observó que AuNP Cs menores a 10 nm no 
inducían ROS comparado un control positivo y AuNP Cs de mayor tamaño (Piryazev et 
al., 2013). La producción de especies reactivas de oxígeno está asociada a diferentes 
mecanismos de citotoxicidad ya que se ha reportado que pueden inducir daño sobre el 
DNA, activación de proteínas como p53, H2AX, inducir la liberación de calcio, así 
como también la activación de caspasas (Wan et al., 2012).  
Una vez que se determinó que las AuNP qts inducen un daño mitocondrial y  producción 
de ROS. Se evaluó mediante Western blot la expresión de proteínas relacionadas con la 
muerte celular regulada mediada por apoptosis con el fin de determinar el mecanismo de 
citotoxicidad inducido por nuestro tratamiento. Nuestros resultados mostraron que las 
células k562 tratadas con AuNP qts IC50 muestran una mayor expresión de caspasa 8 
activada después de 12 y 24 horas de tratamiento. En células Jurkat se observa una 
mayor expresión de caspasa 8 y caspasa 9 activas después de 12  horas de tratamiento 
con AuNP IC50.  De igual manera Young y colaboradores observaron una mayor 
expresión de caspasa 8 activa en células de cáncer de pulmón A549 tratadas con AuNP 
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qts por 24 horas (Choi et al., 2012). Otros estudios reportan que el uso de AuNP 
sintetizadas con extracto Zataria multiflora de 10 nm inducen la activación de caspasa 3 
y 9 en células Hela (Baharara et al., 2016). Por otro parte se ha reportado que AuNP Cs 
aumentan la expresión de mRNA de Bax, p53, Caspasa 7 y 9 en células MCF-7 (Selim 
& Hendi, 2012). También se observó que AuNP de borohidruro de sodio conjugadas con 
anticuerpos anti- VEGF inducen la expresión de caspasa 3 activa, PARP (Poly (ADP-
ribosa) polymerase) y proteínas bcl-2 (Mukherjee et al., 2007). Sin embargo se ha 
demostrado que la presencia de caspasa 8 activa no indica que la muerte celular sea 
dependiente de su activación (Darding & Meier, 2012; M. Liu et al., 2013), Ya que se 
reportado que al inhibir la activación de caspasas utilizando un inhibidor como el zVAD 
se puede inducir otros tipos de muerte celular (Y.-T. Wu et al., 2011). Por lo que se 
evaluó por citometría de flujo si la muerte celular inducida por AuNP qts dependía  de 
caspasas. Para ello se utilizó un inhibidor de caspasas llamado QVD-OPh el cual es un 
potente inhibidor de caspasa 8, 9, 3 (Caserta et al., 2003), el cual se ha demostrado que a 
bajas concentraciones no tienen efecto citotóxico en células leucémicas (Caserta et al., 
β00γ; Kuželová et al., β011). Nuestros resultados mostraron que al utilizar el inhibidor 
QVD-OPh + AuNP qts IC50  no se encontró un menor porcentaje de muerte celular con 
respecto al  tratamiento con AuNP qts lo que indica que la muerte celular inducida con 
AuNP qts no es dependiente de la activación de caspasas. Además se observó que los 
porcentajes de muerte celular aumentaban significativamente, lo que sugiere que el 
efecto citotóxico de las AuNP qts en células k562 y Jurkat involucra la participación de 
otros mecanismos de muerte celular. Estos resultados concuerdan con otros estudios 
realizados con AuNP qts y QVD-OPh, donde se observa que el porcentaje de muerte 
celular aumenta al inhibir caspasas en células Hela (De León-Chávez., 2016) y MCF7 
(Rodríguez-Abrego., 2016). En otro estudio se demostró que la apoptosis no era el único 
mecanismo involucrado en la citotoxicidad de AuNP Cs conjugadas con BSO en células 
A549 al observar un aumento en el porcentaje de muerte celular en células tratadas con 
AuNP BSO + zVAD, un inhibidor de caspasas, demostrando que el mecanismo 
citotóxico puede involucrar diferentes  tipos de muerte celular (M. Liu et al., 2013).  
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X. CONCLUSIONES 
 
1. AuNP qts tienen son más estables que AuNP Cs 
2. AuNP qts diluidas en RPMI tienen una mayor estabilidad sin afectar tamaño y 
toxicidad.  
3. AuNP qts inducen la translocación de fosfatidilserina y la permeabilidad de la 
membrana plasmática en las líneas celular k562 y Jurkat.  
4. AuNP qts inducen baja citotoxicidad en células mononucleares de sangre periférica 
PBMC.  
5. El efecto de las AuNP qts es mayor que el de sus vehículos y AuNP Cs en células 
k562.  
6. AuNP qts, vehículos y AuNP Cs inducen baja citotoxicidad en PBMC. 
7. AuNP qts inducen baja citotoxicidad en linfocitos estimulados con Concanavalina 
A.  
8. AuNP qts no inducen arresto en el ciclo celular en k562 y Jurkat.  
9. AuNP qts inducen daño mitocondrial a través de la producción de ROS y la pérdida 
del potencial de membrana mitocondrial.  
10. AuNP qts aumentan la expresión de caspasa 8 activa en k562 y Jurkat. 
11. AuNP qts inducen muerte celular regulada independiente de caspasas en k562 y 
Jurkat.  
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XI. PERSPECTIVAS 
 
1. Estudiar la presencia de corona de proteínas en AuNP qts diluidas en medio de 
cultivo celular RPMI 
2. Estudiar la composición de la corona de proteínas en AuNP qts RPMI.  
3. Estudiar el efecto de AuNP qts inhibiendo vías de endocitosis.  
4. Evaluar la muerte celular con AuNP qts utilizando un inhibidor de ROS en k562 y 
Jurkat.  
5. Evaluar la expresión de proteínas  RIPK1, RIPK3 y MLKL en células k562 y Jurkat 
tratadas con AuNP qts.  
6. Evaluar si la muerte celular inducida por AuNP qts es inmunogenica midiendo 
DAMPS a través de la expresión de proteínas HSP90, HSP70 y Calreticulin en 
k562 y Jurkat.  
7. Evaluar el efecto in vivo de AuNP qts en ratones.  
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